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RE´SUME´
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The`se pre´sente´e a` la Faculte´ de me´decine et des sciences de la sante´ en vue de
l’obtention du diploˆme de philosophiae doctor (Ph.D.) en sciences des radiations et
imagerie biome´dicale, Faculte´ de me´decine et des sciences de la sante´, Universite´ de
Sherbrooke, Sherbrooke, Que´bec, Canada, J1H 5N4
Le traitement concomitant de radiothe´rapie et de chimiothe´rapie a ame´liore´ le taux de
survie des patients atteints du cancer. Le cisplatine est un des agents chimiothe´rapeu-
tiques les plus utilise´s, mais les me´canismes d’interaction avec la radiation demeurent
toujours inconnus. Puisqu’une grande partie de la cellule est constitue´e d’eau, l’eﬀet indi-
rect de la radiation est alors important. Parmi les radicaux issus de la radiolyse de l’eau,
l’e´lectron hydrate´ est estime´ incapable de ge´ne´rer des cassures de brin a` l’ADN. Cepen-
dant, la modiﬁcation structurelle et chimique de l’ADN par le cisplatine peut favoriser la
cassure de brins. L’e´tude pre´sente´e dans cette the`se a pour but de comprendre le me´ca-
nisme d’interaction entre les e´lectrons hydrate´s et l’adduit de cisplatine-oligonucle´otide.
Pour cela, diﬀe´rents types d’oligonucle´otides contenant une ou deux guanines, soit le site
d’attachement du cisplatine, sont utilise´s. Cette interaction induit un de´tachement de
l’adduit de cisplatine de l’ADN plutoˆt que des cassures de brin. Des dommages aux bases
de l’ADN ont e´te´ observe´s et quantiﬁe´s par chromatographie en phase liquide a` haute
performance (HPLC). Les re´sultats montrent une augmentation des dommages aux bases
de l’ADN en pre´sence de cisplatine, soit aux guanines ainsi qu’aux sites qui ne sont pas
les sites d’attachement de cisplatine. La constante de vitesse de la re´action des e´lectrons
hydrate´s avec le complexe d’oligonucle´otide-cisplatine a e´te´ mesure´e par la technique de
radiolyse pulse´e. Les re´sultats montrent une augmentation de cette constante en pre´sence
de cisplatine par rapport au cas d’un oligonucle´otide en absence de cisplatine.
MOT-CLE´S : Dommage a` l’ADN, cisplatine, e´lectron hydrate´, oligonucle´otide
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INTRODUCTION
1.1 L’eﬀet concomitant de la radiochimiothe´rapie
La radiochimiothe´rapie est une me´thode tre`s eﬃcace pour traiter de fac¸on locore´gio-
nale les tumeurs et peut eˆtre combine´e avec la chirurgie (Seiwert et al., 2007). Ce type
de traitement concomitant a conside´rablement ame´liore´ le controˆle des tumeurs ainsi
que la survie des patients (Samant et al., 1999; Boscolo-Rizzo et al., 2011; Peters et al.,
2000; Candelaria et al., 2006; Seiwert et al., 2007). Il y a deux avantages the´oriques a` la
radiochimiothe´rapie (voir ﬁgure 1), soient : (1) l’additivite´ des eﬀets antitumoraux, qui
suppose que chaque e´le´ment du traitement posse`de son propre eﬀet antitumoral auquel
s’ajoute celui des autres ; (2) l’interaction synergique, qui conside`re qu’il existe une inter-
action superadditive lorsque l’eﬀet du traitement combine´ apparaˆıt supe´rieur a` la somme
de l’eﬀet des traitements individuels (Seiwert et al., 2007).
Plusieurs me´canismes sont implique´s dans les proprie´te´s de radiosensibilisation des
agents chimiothe´rapeutiques, tels que l’inhibition de la re´paration de l’ADN, l’augmenta-
tion des dommages a` l’ADN, la diminution du seuil de l’apoptose ainsi que la perturbation
du cycle cellulaire qui maintient la cellule dans les phases sensibles (G2/M) plus longtemps
(Choy, 2003; Hei and Hall, 1994).
1.2 Adduits de cisplatine-ADN
L’ADN est un biopolyme`re constitue´ de deux brins, forme´s d’unite´s de sucre et de
phosphate, qui sont lie´s l’un a` l’autre par des paires de bases spe´ciﬁques, soit la thymine
(T) avec l’ade´nine (A) et la cytosine (C) avec la guanine (G). La liaison entre paires de
bases est assure´e par des ponts hydroge`ne, tel que repre´sente´ a` la ﬁgure 2.
Le diamminedichloroplatine (II), commune´ment appele´ cisplatine, est un agent chi-
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Figure 1 – Avantages the´oriques de la radiochimiothe´rapie
miothe´rapeutique grandement utilise´ dans les traitements de diﬀe´rents types de cancer,
soit le cancer des ovaires, des testicules, des poumons, de la teˆte et du cou. L’activite´
antitumorale potentielle du cisplatine a e´te´ de´couverte par Rosenberg et al. en 1965 (Ro-
senberg et al., 1965; Rosenberg, 1985). Au cours d’expe´riences portant sur l’eﬀet d’un
champ e´lectrique sur la croissance des cellules d’Escherichia coli, ce dernier a remarque´
que la division cellulaire e´tait bloque´e par la re´action du platine des e´lectrodes avec du
chlorure d’ammonium pre´sent dans le tampon.
Le cisplatine entre dans la cellule soit via des transporteurs actifs, plus particulie`re-
ment le transporteur cuivre-CTR1 (Kelland, 2007), soit par diﬀusion passive (Gately and
Howell, 1993). Une fois a` l’inte´rieur de la cellule, la faible concentration de chlorure (20
mM) permet l’hydrolyse du cisplatine, ce qui permet la formation du [Pt(NH3)2Cl(OH2)]
+et
du [Pt(NH3)2(OH2)2]
2+. Sous cette forme, le cisplatine peut alors re´agir avec plusieurs
composants cellulaires : prote´ines, ADN, ARN, ﬁlaments d’actine et phospholipides mem-
branaires (Jung and Lippard, 2007; Reedijk, 2009; Jamieson and Lippard, 1999). De tous
ces compose´s, l’ADN est la cible ayant le plus d’impact sur le fonctionnement de la cellule.
Le cisplatine se lie pre´fe´rentiellement aux bases d’ADN telles que l’ade´nine et la
guanine, qui ont de la facilite´ a` donner des charges e´lectroniques. La liaison de l’agent
chimiothe´rapeutique avec l’ADN peut alors prendre diﬀe´rentes conﬁgurations, soient in-
trabrin GG (60-65%), AG (25-30%) et GNG (5-10%) et interbrin (1-3%) (Woz´niak and
Blasiak, 2002; Eastman, 1983). Cela engendre des de´formations de l’ADN en le pliant et
en le de´roulant (Woz´niak and Blasiak, 2002). Le tableau 1 montre les diﬀe´rents angles de
ﬂexion et de de´roulement pour les diﬀe´rentes conﬁgurations, mesure´es par la technique
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Figure 2 – Structure de l’ADN (Sanche, 2009a). Figure reproduite avec la permission
de John Wiley and Sons, Inc.
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Tableau 1 – Diﬀe´rents angles de ﬂexion et de´roulement pour des diﬀe´rentes liaisons de
l’adduit cisplatine-ADN
d’e´lectrophore`se (Woz´niak and Blasiak, 2002). Les pontages intrabrins sont les principaux
adduits qui de´roulent l’ADN double brins a` proximite´ du site du platine et plient vers le
grand sillon (”major groove”), rendant le petit sillon plus large et moins profond. Tandis
que le pontage interbrin plie l’he´lice de l’ADN vers le petit sillon (Jung and Lippard,
2007; Coste et al., 1999).
Cette de´formation peut inhiber la re´plication et la transcription de l’ADN (Jung and
Lippard, 2007). De plus, elle peut eˆtre de´tecte´e par plusieurs types de prote´ines (XPA,
ERCC1 et XPF) comme e´tant un dommage a` re´parer de l’ADN (Jung and Lippard,
2007). L’e´limination des adduits de cisplatine-ADN se fait par diﬀe´rents me´canismes de
re´paration soient ; l’excision des nucle´otides, la re´paration des bases de´sapparie´es et la
recombinaison de l’ADN (Jung and Lippard, 2007), mais puisque le cisplatine bloque le
syste`me de re´paration, la cellule va plutoˆt prendre la voie de l’apoptose.
Cependant, le de´veloppement d’une re´sistance a` l’agent chimiothe´rapeutique de la
tumeur ainsi que les eﬀets secondaires limitent son utilisation clinique. Des e´tudes sur
les ligne´es cellulaires cance´reuses des ovaires (Mistry et al., 1991; Johnson et al., 1994)
montrent deux me´canismes possibles de la re´sistance au cisplatine (Kelland, 2007) :
1) La quantite´ insuﬃsante d’adduit de cisplatine-ADN : La perte de transporteur CTR1
diminue la quantite´ de cisplatine introduite dans la cellule, ce qui augmente sa re´sistance.
D’autres mole´cules ayant le roˆle d’exportateur de cuivre, tels que l’ATP7A et l’ATP7B,
peuvent contribuer a` la re´sistance de la cellule en rejetant le cisplatine hors de celle-ci
(Safaei et al., 2004). De plus, dans le cytoplasme, le cisplatine hydrolyse´ peut re´agir aussi
avec des espe`ces contenant des niveaux e´leve´s de soufre, tels que le glutathion tripeptide et
les me´tallothione´ines. Ainsi, les cellules ayant une quantite´ e´leve´e de ce type de mole´cule
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sont plus re´sistantes a` l’agent chimiothe´rapeutique e´tant donne´ que celui-ci est intercepte´
avant qu’il n’interagisse avec l’ADN. Finalement, une cause importante de la re´sistance
au cisplatine de la cellule est l’augmentation de sa capacite´ a` se de´barrasser de l’agent lie´
a` l’ADN en surexprimant la prote´ine ERCC1 implique´e dans la re´paration par excision
des nucle´otides (NER) (Dabholkar et al., 1992).
2) Augmentation de la tole´rance au cisplatine : La re´sistance peut aussi se produire
par une tole´rance accrue a` l’adduit cisplatine-ADN, soit par la perte de re´paration des
bases de´sapparie´es ou par le contournement de l’adduit lors de la re´plication de l’ADN
(”replicative bypass”) et la diminution de l’apoptose (Kelland, 2007).
1.3 Interaction des rayonnements ionisants avec la
matie`re
Les deux processus principaux dans l’interaction de la radiation avec la matie`re sont
l’excitation et l’ionisation. Les rayonnements ionisants, soit particulaires ou e´lectroma-
gne´tiques, posse`dent l’e´nergie ne´cessaire pour ioniser des atomes ou des mole´cules dans
la matie`re qu’ils traversent. Des rayonnements sous forme de particules sont utilise´s en
radiothe´rapie pour les traitements de cancers, comme des e´lectrons, protons, neutrons,
les ions de carbone ainsi que des rayons α et β. De plus, les rayons γ et les rayons X
sont les deux types de radiation e´lectromagne´tique les plus utilise´s en radiothe´rapie. En
termes d’e´nergie, ces derniers sont situe´s vers la ﬁn du spectre e´lectromagne´tique (ﬁgure
3) et sont suﬃsamment e´nerge´tiques pour e´jecter un e´lectron d’un atome. L’e´nergie de
liaison typique des orbitales superﬁcielles dans les mate´riaux biologiques est d’environ
10 eV. Donc, les photons ultraviolets ayant une e´nergie entre 2 et 10 eV sont conside´re´s
non-ionisants et peuvent seulement produire des excitations e´lectroniques, vibrationnelles
et phononiques (Lehnert, 2007).
Les processus d’ionisation implique´s dans la radiothe´rapie e´lectromagne´tique sont
principalement l’eﬀet photoe´lectrique, la cre´ation de paires et l’eﬀet Compton. Ces pro-
cessus cre´ent des e´lectrons primaires, qui a` leur tour produisent une grande quantite´
d’e´lectrons secondaires, dont la plupart se trouvent a` basse e´nergie (≤20 eV) (LaVerne
and Pimblott, 1995; Cobut et al., 1998). Dans la gamme d’e´nergie la plus utilise´e en
radiothe´rapie (100 keV-25 MeV), l’eﬀet Compton est dominant. L’avantage de ce dernier
processus provient du coeﬃcient d’absorption du photon, qui est inde´pendant du nume´ro
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Figure 3 – Spectre e´lectromagne´tique
atomique (Z) ; ainsi, la quantite´ d’e´nergie de´pose´e dans la matie`re est la meˆme que ce soit
dans les tissus mous, dans les muscles ou les os, contrairement a` l’eﬀet photoe´lectrique
(Lehnert, 2007).
1.3.1 Eﬀet direct de la radiation sur l’ADN
En radiothe´rapie, les dommages cre´e´s par la radiation a` l’ADN, sont divise´s en deux
cate´gories, soient les eﬀets directs et indirects. Dans l’eﬀet direct, les particules incidentes
interagissent directement avec l’ADN pour produire des radicaux re´actifs, des ions et une
grande quantite´ d’e´lectrons secondaires (ES). L’eﬀet direct de la radiation ne peut pas eˆtre
re´duit par des agents capteurs, puisque les dommages sont produits par le passage direct
de la radiation dans la matie`re. Ce processus est dominant pour les rayonnements avec
un transfert d’e´nergie line´aire (TEL) e´leve´, comme pour les particules α et les neutrons
(Lehnert, 2007).
L’interaction des radiations a` haute e´nergie avec la matie`re produit un grand nombre
d’ES, soit ∼ 4× 104 e´lectrons par MeV d’e´nergie de´pose´e (Arumainayagam et al., 2010).
La vaste majorite´ des ES ont une e´nergie en-dessous de 30 eV et peuvent a` leur tour pro-
duire une grande quantite´ de radicaux et d’anions (Sanche, 2009b). Bien que la grande
majorite´ de ces e´lectrons de basse e´nergie n’ait pas l’e´nergie ne´cessaire pour ioniser les
mole´cules, ces derniers peuvent tout de meˆme provoquer des dissociations de mole´cules
via l’attachement dissociatif, qui est un processus re´sonnant. Dans ce cas, la re´sonance se
produit habituellement a` de faibles e´nergies (<10 eV) et est caracte´rise´e par la capture
d’un e´lectron incident par une orbitale antiliante non-occupe´e de la mole´cule pour for-
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mer un ion ne´gatif transitoire. Si l’e´tat ne´gatif transitoire est re´pulsif et sa demi-vie assez
longue (i.e., de l’ordre ou plus grande qu’une pe´riode de vibration de l’anion), la mole´cule
se dissocie. La dissociation de l’anion transitoire forme un radical et un anion habituel-
lement stable (Arumainayagam et al., 2010). Par exemple, dans le cas d’une mole´cule
RH :
e− + RH −→ RH∗− (1.1)
RH∗− −→ R• +H− (1.2)
Bien que les phe´nome`nes d’ionisation et d’excitation soient plus probables a` haute
e´nergie (>6 eV) que le phe´nome`ne de l’attachement dissociatif, la contribution de ce
dernier dans l’eﬀet direct de la radiation est la plus e´leve´e e´tant donne´e l’augmentation
conside´rable de l’intensite´ de la distribution e´nerge´tique des ES a` basse e´nergie (Arumai-
nayagam et al., 2010).
L’eﬀet direct de la radiation a e´te´ e´tudie´ par Boudaiﬀa et al. en bombardant de
l’ADN surenroule´ en condition se`che avec des e´lectrons de basse e´nergie (3-20 eV). Ces
derniers ont mesure´ la formation de l’ADN circulaire (cassure simple brin (CSB)) et
de l’ADN line´aire (cassure double brins (CDB)). La ﬁgure 4 montre une fonction de
rendements tre`s structure´e avec un maximum de CSB et CDB a` 10 eV. Ceci indique que
les cassures de brin de l’ADN re´sultent essentiellement de l’attachement dissociatif avec
une superposition mineure de dissociation par excitation directe (Bouda¨ıﬀa et al., 2000).
D’autres e´tudes montrent que les e´lectrons en-dessous du seuil d’excitation e´lectronique
peuvent aussi induire des CSB a` l’ADN avec des maxima de rendement a` 0,8 et 2,2 eV
(ﬁgure 5) (Martin et al., 2004). Par contre, dans la plage d’e´nergie 0-4 eV aucune CDB
n’a e´te´ mesure´e (ﬁgure 5).
Ray et al. (Ray et al., 2005) ont e´tudie´ la de´pendance de capture de l’e´lectron (<2 eV)
aux se´quences de bases de l’ADN. Ils ont montre´ que la probabilite´ que ce phe´nome`ne
se produise augmente avec le nombre de guanine. La cause de cet eﬀet n’est pas encore
comprise, e´tant donne´ que l’aﬃnite´ e´lectronique de la guanine est comparable a` celle des
autres bases. Par contre, la guanine pre´sente un dipoˆle e´lectrique qui est 3 fois supe´rieur
a` celui de l’ade´nine, ce qui peut favoriser la capture e´lectronique.
Des expe´riences en phase gazeuse montrent que tous les constituants de l’ADN, tels
que le sucre, les groupements phosphates et les nucle´obases, subissent l’attachement dis-
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Figure 4 – Le rendement de CDB(a), CSB(b), et la perte de l’ADN surenroule´ (c) en
fonction de l’e´nergie de l’e´lectron incident (Bouda¨ıﬀa et al., 2000). Figure reproduite avec
la permission d’American Association for the Advancement of Science.
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Figure 5 – Le rendement de CSB et CDB en fonction de l’e´nergie de l’e´lectron incident.
Le graphique inse´re´ montre le pourcentage de CSB en fonction du temps pour des e´lec-
trons a` 0,6 eV (Martin et al., 2004). Figure reproduite avec la permission d’American
Physical Society.
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Figure 6 – Le rendement de la formation d’ion (de´shydroge´nation) de thymine (a),
ade´nine (b), cytosine (c), et guanine (d). A` l’exception de la guanine, la de´shydroge´na-
tion est dominante (Abdoul-Carime et al., 2004). Figure reproduite avec la permission
d’American Physical Society.
sociatif (Bald et al., 2012). A` l’e´tat isole´ de la mole´cule, l’attachement dissociatif a e´te´
mesure´ dans les diﬀe´rentes bases de l’ADN par une perte eﬀective de l’atome hydroge`ne
d’un atome azote spe´ciﬁque (ﬁgure 6) (Abdoul-Carime et al., 2004). Par contre, dans
l’ADN, les nucle´obases sont lie´es au sucre par une liaison N-C, contrairement a` la liaison
N-H dans la base isole´e. Puisque la liaison N-C est plus faible, la perte d’une base de
l’ADN est plus favorable que la de´shydroge´nation des nucle´obases (Bald et al., 2012).
Me´canisme d’attachement dissociatif
Le me´canisme d’attachement dissociatif se produit en deux e´tapes, soit la capture d’un
e´lectron dans une orbitale libre de la mole´cule suivie par la brisure d’un lien mole´culaire
qui provoque la cre´ation de fragments. Dans le cas de l’attachement dissociatif de l’ADN,
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ces deux e´tapes sont encore aujourd’hui mal comprises. Des expe´riences de Zheng et al.
(Zheng et al., 2005) avec des oligonucle´otides (GCTA et CGTA) ont montre´ que le clivage
des liaisons phosphodiester (C-O) est pre´fe´rentiel a` celui des liaisons P-O de la chaˆıne.
Pour ce qui est des liaisons P=O, l’occupation de l’orbitale libre de plus faible e´nergie
ne´cessite une e´nergie plus grande que 2 eV. Il est donc naturel qu’un e´lectron de 0,1-2,0
eV ne puisse cliver cette liaison a` moins de faire intervenir l’aﬃnite´ e´lectronique.
Il a e´te´ pre´dit the´oriquement que des e´lectrons de basse e´nergie sont capture´s par des
bases de l’ADN pour ensuite eˆtre transfe´re´s vers des orbitales anti-liantes de groupements
sucre-phosphate, ce qui provoque la rupture de la liaison C-O (Berdys et al., 2004; Simons,
2006; Bald et al., 2012). A` l’e´tat neutre de la mole´cule, deux e´lectrons occupent l’orbitale
σ de la liaison C-O alors que l’orbitale π∗ est inoccupe´e. En principe, l’e´tape de la capture
e´lectronique par l’ADN devrait se produire via cette dernie`re orbitale et ne´cessite une
e´nergie minimale de 1 eV pour l’occuper. Des calculs eﬀectue´s par Berdys et al. (Berdys
et al., 2004) montrent (voir graphique 7 (a)) que la diﬀe´rence entre l’e´nergie de l’e´tat π∗
inoccupe´ (•, ) et occupe´ par un e´lectron en exce`s (◦, ) change en fonction de la longueur
de la liaison C-O. Les courbes avec des cercles et des triangles pre´sentent respectivement
l’e´nergie de l’orbitale π∗ pour l’ADN isole´ et dans un environnement solvate´. A` l’e´tat
isole´ de la mole´cule, il existe une longueur critique de la liaison C-O au-dessus de laquelle
l’e´nergie de l’orbitale π∗ occupe´e est e´nerge´tiquement favorable, rendant ainsi la capture
e´lectronique hautement probable, meˆme a` 0 eV. A` l’e´tat solvate´, cet e´tat est toujours
favorable, peu importe la distance interatomique.
L’e´tape importante pour que le phe´nome`ne de dissociation d’un brin se produise est
le transfert de l’e´lectron en exce`s de l’orbitale π∗ de la base a` l’orbitale σ∗ anti-liante
du groupement phosphate. Le graphique 7 (b), issu des calculs de Berdys et al. (Berdys
et al., 2004), montre que cela peut s’eﬀectuer de fac¸on adiabatique lorsque la longueur
de la liaison C-O est 1.9 A˚, point ou` l’e´nergie des deux orbitales sont e´gales. Au-dessus
de cette distance interatomique, l’orbitale σ∗ anti-liante est meˆme favorise´e. Dans le cas
ou` cette orbitale est occupe´e assez longtemps (10−14 s), le phe´nome`ne de dissociation va
se produire. Cela est aussi valable pour les liaisons C-O, N-H ou N1-H.
Attachement dissociatif du cisplatine
Le phe´nome`ne d’attachement dissociatif de l’ADN peut eˆtre ampliﬁe´ par des agents
chimiothe´rapeutiques tels que le cisplatine. Bien que les me´canismes soient mal compris,
cela pourrait expliquer l’eﬀet synergique de la chimiothe´rapie et de la radiothe´rapie.
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Figure 7 – (a) Calcul the´orique de l’e´nergie de l’orbitale π∗ inoccupe´e (symboles pleins) et
π∗ occupe´e (symboles vides) en fonction de la longueur du lien C-O du groupement sucre-
phosphate dans un e´tat isole´ (cercle) et solvate´ (triangle). (b) Calcul the´orique de l’e´nergie
de l’orbitale π∗ (noir) et σ∗ (bleu) anti-liante occupe´es en fonction de la longueur du lien
C-O (Berdys et al., 2004). Figure reproduite avec la permission d’American Chemical
Society.
L’interaction des e´lectrons de faible e´nergie (∼0 eV) avec le cisplatine gazeux a e´te´ e´tudie´e
par Kopyra et al. (Kopyra et al., 2009). Leur expe´rience consiste a` former des ions ne´gatifs
par des collisions e´lectrons-mole´cules pour ensuite les attirer vers un spectrome`tre de
masse quadripolaire aﬁn de de´tecter les fragments en fonction du rapport masse/charge.
Leurs re´sultats mettent en e´vidence que le clivage des liaisons Pt-Cl se produit a` une
e´nergie re´sonnante de l’e´lectron incident autour de 0 eV, tel que pre´sente´ a` la ﬁgure 8.
Les mesures ont e´te´ eﬀectue´es a` 164− 172◦C aﬁn d’e´viter la de´composition du cisplatine
(270◦C). Une observation inte´ressante est le clivage des deux liaisons de Pt-Cl par un seul
e´lectron (e´quations 1.5 et 1.6). De plus, l’intensite´ [Pt(NH3)2]
− est un ordre de grandeur
plus e´leve´e que l’intensite´ Cl−2 , ce qui indique que le fragment compose´ du platine garde
majoritairement l’e´lectron en exce`s duˆ a` sa grande aﬃnite´ e´lectronique (>3 eV).
e− + [Pt (NH3)2Cl2] −→ [Pt (NH3)2Cl] + Cl− (1.3)
e− + [Pt (NH3)2Cl2] −→ [Pt (NH3)2Cl]− + Cl (1.4)
e− + [Pt (NH3)2Cl2] −→ [Pt (NH3)2]− + Cl2 (1.5)
e− + [Pt (NH3)2Cl2] −→ [Pt (NH3)2]− + Cl−2 (1.6)
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Figure 8 – Formation des ions Cl− et [Pt(NH3)2Cl]
− provenant du clivage de la liaison
Pt-Cl et formation des ions [Pt(NH3)2]
− et Cl2− provenant du clivage de deux liaisons
de Pt-Cl (Kopyra et al., 2009). Figure reproduite avec la permission de John Wiley and
Sons.
1.3.2 Eﬀet indirect de la radiation sur l’ADN
La radiation peut aussi interagir avec des atomes et des mole´cules adjacentes de
l’ADN dans la cellule puis produire des radicaux libres qui peuvent diﬀuser et cre´er des
dommages a` l’ADN. Ce processus indirect de dommages a` l’ADN est tre`s important,
e´tant donne´ que la cellule est principalement compose´e d’eau (70%-80%).
Les ES issus de l’ionisation de l’eau, perdent de leur e´nergie duˆ aux collisions avec le
milieu pour enﬁn se thermaliser. De`s lors, ils entrent dans un e´tat pre´hydrate´ quand leur
e´nergie devient le´ge`rement plus basse que celle de la bande de conduction du solvant.
Cet e´tat pre´hydrate´ a un temps de vie infe´rieur a` 1 ps et peut re´agir et engendrer des
dommages a` l’ADN via le me´canisme de transfert dissociatif de l’e´lectron (TDE) (Wang
et al., 2009). Apre`s avoir perdu davantage d’e´nergie, les e´lectrons passent de l’e´tat pre´hy-
drate´ a` hydrate´. C’est derniers sont ainsi pie´ge´s dans un puits de potentiel (en moyenne
∼-3,2 eV) ge´ne´re´ par un arrangement de mole´cules d’eau dicte´ par l’interaction entre leur
dipoˆle e´lectrique et la charge de l’e´lectron. Le temps de vie de l’e´lectron hydrate´ (e−hyd)
est grand, soit de l’ordre de la μs ; cet e´lectron peut aussi interagir avec l’ADN malgre´ sa
faible e´nergie. Les radicaux les plus abondants produits 10−6 s apre`s la radiolyse de l’eau
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sont les hydroxyles (•OH), les e´lectrons hydrate´s (e−hyd) et les hydroge`nes (H
•) avec une
valeur G respective de 0,24, 0,28 et 0,06 μmol/J 10−6 s suite a` l’irradiation de l’eau.
Radiolyse de l’eau
H2O −→ H2O•+ + e− et H2O∗ (1.7)
H2O
•+ +H2O −→ •OH+H3O+ (1.8)
H2O
∗ −→ •OH+H•,H2 +O• (1.9)
e− +H2O −→ e−hyd (1.10)
O2 et N2O sont des capteurs de l’e
−
hyd :
e−hyd +O2 −→ O•−2 (1.11)
e−hyd +N2O −→ N2 +• OH+OH− (1.12)
Parmi les radicaux ge´ne´re´s par la radiolyse de l’eau, le •OH, un agent oxydant, est celui
qui engendre le plus de dommages a` l’ADN. Pour se de´fendre contre ce type de radicaux,
la cellule contient des compose´s thiole´s et des antioxydants qui re´agissent comme des
capteurs des radicaux (Lehnert, 2007). Malgre´ cela, la contribution des radicaux dans les
processus de dommages a` l’ADN demeure importante en radiothe´rapie. Il a e´te´ sugge´re´
qu’entre 30% a` 70% des dommages sont dus a` la radiolyse de l’eau (DeLara et al., 1995;
Nikjoo et al., 2002). Le radical •OH est tre`s e´lectrophile et son interaction se produit soit
par l’abstraction de l’e´lectron, par l’ajout d’un OH a` une double liaison C-C et C-N ou
bien par l’abstraction d’un H (von Sonntag, 2006). L’action de •OH sur l’ADN produit
des modiﬁcations aux bases ainsi que des cassures de brin en interagissant principalement
avec les doubles liaisons des bases et aussi via l’abstraction de H de C4 du sucre. L’e−hyd
et H•, e´tant tous deux des re´ducteurs, ge´ne`rent les meˆmes types de dommages a` l’ADN
rendant diﬃcile a` distinguer leur eﬀet. Par contre, le potentiel de re´duction de H• est plus
petit que e−hyd et dans certains cas, la re´action de re´duction d’ion de me´tal se fait seulement
par e−hyd et non pas par H
• (von Sonntag, 2006). De plus, e−hyd re´agit avec de nombreux
compose´s qui sont capables de libe´rer un anion via le phe´nome`ne de dissociation par
capture e´lectronique, ce qui permet la distinction entre e−hyd et H
• (Hayon and Allen,
1961; Jortner and Rabani, 1961; von Sonntag, 2006).
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Tableau 2 – Le rendement des CSB et CDB par •OH, H• et e−hyd pour l’ADN sans et
avec l’adduit de cisplatine avec une faible concentration de capteur •OH (5 mM tris) et
dans une atmosphe`re de N2 (Rezaee et al., 2013). Figure reproduite avec la permission
de Radiation Research Society.
En principe, e−hyd ne peut pas produire de cassures de brin de l’ADN (von Sonn-
tag, 1987), puisque ces re´actions sont exothermiques et une e´nergie d’activation est donc
ne´cessaire (von Sonntag, 2006). Par contre, les e´tudes re´centes (Rezaee et al., 2013)
montrent que les modiﬁcations structurelles et chimiques de l’ADN, en pre´sence de cis-
platine, peuvent diminuer la barrie`re d’e´nergie de dissociation et favoriser la formation
de cassures de brin de l’ADN. L’attachement de l’e´lectron a` une mole´cule cible avec son
transfert a` une liaison spe´ciﬁque et le clivage de cette liaison, est le me´canisme qui ex-
plique la re´action des e−hyd avec l’ADN. En raison de la pre´sence des mole´cules polaires
de NH3, combine´e a` la grande aﬃnite´ e´lectronique du cisplatine et de la modiﬁcation
structurelle qu’il produit sur l’ADN, la probabilite´ de capter l’e´lectron (≤ 0 eV) est aug-
mente´e. Le tableau 2 montre le rendement des CSB et CDB par diﬀe´rents radicaux issus
de la radiolyse de l’eau, pour le plasmide avec et sans adduit du cisplatine. La pre´sence
de cisplatine augmente les CSB et CDB respectivement d’un facteur 1,5 et 1,2 par le
radical •OH. Cette augmentation en pre´sence de l’adduit de cisplatine est explique´e par
le de´roulement de l’ADN, qui rend plus accessible les de´soxyriboses aux radicaux.
1.3.3 Eﬀet radiosensibilisateur de l’oxyge`ne
Les radiations ionisantes produisent aussi des radicaux de l’ADN (ADN•). En absence
de l’oxyge`ne, ce type de dommage peut eˆtre chimiquement re´parable. Par exemple, par
un ajout d’hydroge`ne par les mole´cules qui sont donneur d’hydroge`ne (Farhataziz and
Rodgers, 1987). La pre´sence de O2 produit le phe´nome`ne appele´ ”ﬁxation de l’oxyge`ne”
qui modiﬁe l’ADN• en ge´ne´rant un radical peroxy (DNA-OO•) (Bertout et al., 2008;
Ferradini and Jay-Gerin, 1999), qui bloque la re´paration chimique. En eﬀet, les cellules
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Figure 9 – Survie cellulaire de ligne´e cellulaire CHO dans diﬀe´rentes atmosphe`res, irra-
die´es par des rayons X (Michaels et al., 1978). Figure reproduite avec la permission de
Radiation Research Society.
cance´reuses hypoxiques sont plus diﬃciles a` traiter par la radiothe´rapie duˆ au manque
d’oxyge`ne. En ge´ne´ral, pour obtenir le meˆme eﬀet de cytotoxicite´, la dose ne´cessaire
de radiation pour les cellules hypoxiques est de 2,5 a` 3 fois plus e´leve´e que celle pour
les cellules bien oxyge´ne´es (Rowinsky, 1999). Le facteur d’ampliﬁcation de l’oxyge`ne
(FAO=dose en l’absence d’air/dose en la pre´sence d’air) est utilise´ pour obtenir le meˆme
eﬀet biologique. La ﬁgure 9 montre la survie cellulaire d’une ligne´e cellulaire de CHO dans
diﬀe´rentes atmosphe`res irradie´es par des rayons X en fonction de la dose (Michaels et al.,
1978). On voit qu’en augmentant la concentration de l’oxyge`ne, la survie des cellules
diminue.
Plusieurs strate´gies ont e´te´ de´veloppe´es pour re´soudre le proble`me de traitement des
cellules hypoxiques : 1) le fractionnement, qui permet aux populations hypoxiques de
migrer plus pre`s du re´seau vasculaire et de devenir oxyge´ne´es ; 2) l’oxyge´nation par aug-
mentation de la concentration d’O2 dans la tumeur ; 3) l’ajout de radiosensibilisateurs
qui ciblent des cellules hypoxiques.
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1.4 L’e´chelle de temps des processus chimiques du
rayonnement
La se´quence des re´actions qui se produisent tout au long de la trajectoire de la parti-
cule ionisante dans l’environnement cellulaire peut eˆtre divise´e en trois e´tapes (Bald et al.,
2012). La premie`re consiste en la ”phase physique”, soit des re´actions dans l’intervalle de
temps de 10−15 a` 10−12 s apre`s l’interaction primaire, ce qui inclut des ionisations et ex-
citations e´lectroniques, la formation d’un nombre abondant d’ES et des radicaux comme
•OH. La seconde est appele´e ”phase chimique”, ou` ces re´actions se produisent typique-
ment dans l’intervalle de temps de 10−12 a` 10−6 s et comprend la relaxation mole´culaire, la
re´organisation des mole´cules et le clivage de liaisons. Finalement, ”la phase biologique”,
ou` des modiﬁcations se produisent sur une e´chelle plus longue de plusieurs heures ou
plusieurs anne´es et inclut une re´ponse globale du syste`me.
1.5 Les dommages induits a` l’ADN
La radiation peut produire diﬀe´rents types de modiﬁcations a` l’ADN, soient les dom-
mages aux bases, des sites abasiques (site AP), des CSB et CDB ainsi que des dommages
multiples (”cluster”) (ﬁgure 10). Entre ces dommages, les CDB et les dommages multiples
sont les plus le´taux pour la cellule (Ward, 1988). Le tableau 3 montre une comparaison
du nombre de diﬀe´rents types de dommage a` l’ADN pour une dose de 1 Gy provenant
d’une source a` faible TEL avec leurs eﬀets sur les cellules. Entre autres, le transfert de
charge est un des aspects importants implique´s dans la formation des dommages a` des
sites particuliers.
1.5.1 Transfert de charge
Le transfert de charge a` travers l’ADN est un des phe´nome`nes qui provoque des dom-
mages a` l’ADN dans la cellule (Rajski et al., 2000). Les mesures de dommages oxydatifs
a` l’ADN double brins a` l’aide d’intercalants photo-oxydant montrent qu’une charge peut
eˆtre transfe´re´e sur de longues distances, soit de 200 A˚ (Nu´n˜ez et al., 1999). Une grande
varie´te´ d’approches expe´rimentales ont e´te´ utilise´es pour mesurer le transport de charge
et ont mene´ a` des conclusions diﬀe´rentes. Certaines e´tudes montrent que l’ADN a une
conductivite´ e´lectrique (Okahata, 1967) tandis que d’autres le conside`rent plus comme
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Tableau 3 – Diﬀe´rents types de dommage a` l’ADN avec une dose de 1 Gy d’une source a`
faible TEL et l’eﬀet cellulaire (von Sonntag, 2006). Figure reproduite avec la permission
de Springer.
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Figure 10 – Diﬀe´rents types de dommage a` l’ADN par radiation ionisante. (a) Dommage
a` la base (b) site abasique (c) CSB (d) CDB(e) le´sion tandem (f) dommage multiple avec
deux bases endommage´es dans deux brins de l’ADN (g) CSB avec dommage a` une base
adjacente (h) dommage multiple avec trois bases endommage´es (i) dommage multiple
avec deux dommages aux bases et CDB (von Sonntag, 2006). Figure reproduite avec la
permission de Springer.
un semi-conducteur, mais avec diﬀe´rentes grandeurs de gap e´lectronique (Fink and Scho¨-
nenberger, 1999; Porath et al., 2000). Ces variations sont probablement dues a` l’inte´grite´
de l’ADN en absence d’eau, a` des tensions e´leve´es et aux e´lectrodes utilise´es (Boon and
Barton, 2002). Plusieurs e´tudes ont e´te´ faites sur des oligonucle´otides en solution conte-
nant des donneurs et des accepteurs ou` le transfert d’e´lectron photo-induit a e´te´ mesure´
en fonction de la distance (Murphy et al., 1993; Lewis et al., 1997; Kelley et al., 1997).
Ces re´sultats sont controverse´s duˆ au couplage e´lectronique du donneur et de l’accepteur
dans l’ADN (Boon and Barton, 2002). En ge´ne´ral, le transfert de charge de´pend de la
diﬀe´rence d’e´nergie et de la distance entre le donneur et l’accepteur. Quand la distance
entre l’accepteur et le donneur est relativement petite, le transfert de charge se produit
principalement par le me´canisme d’eﬀet tunnel. Ce dernier implique que la vitesse de
transfert de charge diminue exponentiellement avec la distance entre l’accepteur et le
donneur.
Pour de plus grandes distances entre l’accepteur et le donneur, soit au-dela` de six
paires de bases, le me´canisme de polaron assisted hopping devient dominant. A` ce stade,
le transfert de charge est inde´pendant de la distance entre le donneur et l’accepteur (Pa-
thirannehelage, 2011). L’agitation thermique due aux ﬂuctuations structurelles de l’ADN
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autour d’un polaron est responsable du transfert de charge. Ce phe´nome`ne, se produi-
sant entre les bases adjacentes, de´pend du recouvrement eﬀectif des orbitales mole´culaires
(Pathirannehelage, 2011).
Il existe plusieurs e´tudes the´oriques et expe´rimentales qui sugge`rent que l’oxydation
de l’ADN peut induire une de´ﬁcience en e´lectrons, donnant lieu a` un trou qui se de´place a`
travers l’ADN (Ly et al., 1999; Schuster, 2000; Barnett et al., 2001). Par contre, le cas du
transfert d’un e´lectron en exce`s n’a pas e´te´ beaucoup e´tudie´. Le groupe Sevilla a montre´
que le me´canisme en jeu dans le transfert d’e´lectron en exce`s de´pend de la concentration
de l’ADN, de sa se´quence de bases et de la tempe´rature (Razskazovskii and Swarts, 1997;
Cai and Sevilla, 2000; Cai et al., 2002). Dans cette e´tude, l’ADN double brins intercale´ par
mitoxantone a e´te´ utilise´ et e´tudie´ en fonction de la tempe´rature et de la concentration
par la technique Electron Spin Resonance (ESR). Ils ont conclu que le me´canisme d’eﬀet
tunnel est dominant a` 77 K et le me´canisme de thermally activated hopping est dominant
a` >150 K. De plus, le transfert d’e´lectron est plus grand a` plus haute concentration
d’ADN duˆ au transfert de l’e´lectron d’une mole´cule d’ADN a` une autre (Cai and Sevilla,
2004).
Une pre´fe´rence directionnelle dans le transfert de charge a aussi e´te´ observe´e. Ito et al.
ont montre´ que le transfert d’e´lectron en exce`s dans le brin d’ADN comple´mentaire a` celui
qui contient le donneur et l’accepteur change d’un facteur 9 si l’orientation du donneur
et de l’accepteur est inverse´e. Ils ont utilise´ une photo-excitation se´lective d’un donneur
(N, N, N’, N’-tetramethyl-1,5-diaminoaphthale`ne : D), qui initie le transfert d’e´lectron
et produit une re´duction subse´quente de l’accepteur (5-bromo-2′-de´soxyuridine : BrU),
ce qui ge´ne`re une de´composition de l’ADN (ﬁgure 11). Cette de´composition est ensuite
de´tecte´e par un gel d’e´lectrophore`se et avec un traitement de pipe´ridine qui fragmente
l’ADN la` ou` il y a modiﬁcation. Ces re´sultats montrent que le transfert d’e´lectron de
3’ a` 5’ est la direction la plus favorable. D’autres e´tudes (O’Neill and Barton, 2002)
montrent que la migration de trou est plus favorable dans la direction oppose´e (de 5’ a`
3’). L’asyme´trie de recouvrement des Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO) des
nucle´obases, qui agissent comme les porteurs de charge, a e´te´ propose´e pour expliquer
la de´pendance du transfert de trou en fonction de la direction dans l’ADN (O’Neill and
Barton, 2002). Une proposition e´quivalente, base´e sur le recouvrement Lowest Unoccupied
Molecular Orbital (LUMO) pour le transfert d’e´lectron en exce`s, a aussi e´te´ sugge´re´e par
Ito et al. (Ito and Rokita, 2004).
1 : INTRODUCTION 21
Figure 11 – Transfert d’e´lectron en exce`s de N, N, N’, N’-tetramethyl-1,5-
diaminoaphthale`ne (D) a` 5-bromo-2’-de´soxyuridine (BrU) dans l’ADN. (Ito and Rokita,
2004). Figure reproduite avec la permission de John Wiley and Sons.
1.6 Objectifs du projet de recherche
Puisque la grande partie des cellules est compose´e d’eau, l’eﬀet indirect de la radiation
est un aspect important pour l’e´tude des dommages a` l’ADN. Entre tous les radicaux
produits par la radiolyse de l’eau, le •OH est le plus eﬃcace pour cre´er des cassures a`
l’ADN, alors que l’oxyge`ne (O2) se ﬁxe a` l’ADN et inhibe les me´canismes de re´paration.
Dans les cellules hypoxiques, cet eﬀet de l’oxyge`ne n’est pas pre´sent, rendant le traitement
du cancer plus diﬃcile. Par contre, e´tant des capteurs d’e−hyd, l’absence d’oxyge`ne rend
importante la contribution de ces e´lectrons aux dommages a` l’ADN radio-induit, ce qui
suscite l’inte´reˆt de ce travail qui consiste a` e´tudier les me´canismes d’interaction entre les
e−hyd et l’adduit cisplatine-ADN.
Une fois lie´ a` l’ADN, l’agent chimiothe´rapeutique (cisplatine) augmente l’interaction
des e´lectrons avec l’ADN, duˆ a` son aﬃnite´ e´lectronique e´leve´e et son caracte`re polaire, ce
qui ouvre une voie a` des dommages induits supple´mentaires. Les e´lectrons de basse e´nergie
sont produits en grande quantite´ par les rayonnements ionisants. Apre`s avoir perdu leur
e´nergie, ces e´lectrons sont ensuite pie´ge´s dans leur environnement polaire forme´ par l’eau.
Ces e−hyd sont connus inoﬀensifs pour les cassures de brin a` l’ADN, par contre, la pre´sence
du cisplatine de´forme le puits de potentiel dans laquelle l’e−hyd est pie´ge´ et le rend re´actif
aux cassures de brin d’ADN.
Dans ce projet, on e´tudie l’eﬀet des e−hyd sur l’adduit de l’ADN-cisplatine. Pour isoler
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l’eﬀet des e−hyd et supprimer la contribution des e´lectrons pre´hydrate´s, les solutions choisies
sont a` faibles concentrations d’ADN (<10−3 M). Cette e´tude a e´te´ mene´e sur des sys-
te`mes simples d’oligonucle´otides ayant diﬀe´rentes conﬁgurations d’attachement de l’ad-
duit. La pre´sente the`se consiste a` e´tudier l’eﬀet des e−hyd sur les complexes oligonucle´otide-
cisplatine. La technique du gel d’e´lectrophore`se combine´e a` celle d’HPLC vont permettre
de mesurer l’interaction de ces e´lectrons avec l’adduit de cisplatine lie´ a` l’ADN et de quan-
tiﬁer les dommages aux bases. Finalement, la technique de radiolyse pulse´e va permettre
de mesurer la constante de vitesse de la re´action de l’e−hyd avec l’adduit de cisplatine-
oligonucle´otide et faire la comparaison avec celle d’oligonucle´otide seule et le cisplatine
hydrolyse´.
ARTICLE 1
Hydrated Electrons React with High Speciﬁcity with
Cisplatin Bound to Single-Stranded DNA
B. Behmand, P. Cloutier, S. Girouard, J. R. Wagner, L. Sanche, and D. J. Hunting J.
Phys. Chem. B, 2013, 117, 15994-15999
Avant-propos : Ma contribution a e´te´ d’eﬀectuer la totalite´ des expe´riences et d’ana-
lyser les re´sultats. J’ai aussi re´dige´ l’article sous la supervision de Darel Hunting et Le´on
Sanche.
Re´sume´ : Dans cet article, l’eﬀet des e−hyd issus de la radiolyse de l’eau a e´te´ mesure´ sur
des oligonucle´otides TTTTTGTGTTT et TTTTTTTGTTT modiﬁe´s ou non-modiﬁe´s
par l’adduit de cisplatine. Les e´chantillons ont e´te´ irradie´s par des rayons γ avec des
doses de 0 a` 2500 Gy et les re´sultats ont e´te´ analyse´s par la me´thode de gel d’e´lectro-
phore`se. Ces re´sultats montrent que les e−hyd interagissent particulie`rement sur le site de
la liaison de Pt-guanine et il de´tache l’adduit de cisplatine via le transfert dissociatif de
l’e´lectron. De plus, au contraire de l’eﬀet des radicaux •OH, les e−hyd ne produisent pas
de cassures de brin a` oligonucle´otide avec ou sans l’adduit de cisplatine.
23
2 : ARTICLE 1 24
ABSTRACT : Short oligonucleotides TTTTTGTGTTT and TTTTTTTGTTT in
solution with and without cisplatin (cisPt) bound to the guanine bases were irradiated
with γ-rays at doses varying from 0 to 2500 Gy. To determine the eﬀect of hydrated
electrons from water radiolysis on the oligonucleotides, we quenched •OH radicals with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and displaced oxygen, which reacts with hy-
drated electrons, by bubbling the solution with wet nitrogen. DNA strand breaks and
platinum detachment were quantiﬁed by gel electrophoresis. Our results demonstrate that
hydrated electrons react almost exclusively at the position of the cisPt adduct, where they
induce cisPt detachment from one or both guanines in the oligonucleotide. Given the high
yield of hydrated electrons in irradiated tissues, this reaction may be an important step
in the mechanism of radiosensitization of DNA by cisPt.
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INTRODUCTION
Cisplatin (cisPt) or cis-diamminedichloroplatinum(II) is a chemotherapeutic agent wi-
dely used in the treatment of testicular, ovary, neck, lung, and head cancers.1−3 cisPt is
composed of a single platinum atom bound to two chlorine atoms and two ammonium
groups. In blood and interstitial ﬂuid, the chloride concentration is high (104 mM), and
thus, cisPt conserves its chlorine atoms and remains intact. In contrast, inside cells, the
chloride concentration is considerably reduced (5 mM), which causes the loss of chlo-
rine atoms by hydrolysis, yielding [Pt(NH3)2Cl(H2O)]
+ and [Pt(NH3)2(H2O)2]
2+. These
products react with DNA, RNA, and proteins as well as with phospholipids in the cell
membrane.4−6 Of these reactions, the binding of cisPt to DNA is the dominant process.5,7
cisPt binds to the N7 purine sites, preferentially on guanine, yielding 60-65% intrastrand
GG cross-links, 25% intrastrand AG cross-links, with a small percentage of intrastrand
GNG cross-links.8 Such binding results in structural DNA anomalies such as a 23◦ un-
winding and a 33◦ bending angle for the case of GNG intrastrand cross-links. The latter
inhibits DNA replication and transcription, which can prevent cancer cell growth and
lead to apoptosis.9
Clinical studies have shown that concomitant chemotherapy and radiotherapy of can-
cer can enhance the survival rate of patients compared to nonsynchronous treatments.10−12
Two nonexclusive mechanisms, related to the binding of cisPt in vivo with DNA, have
been proposed to explain these results. Studies in cultured cells13 and tumor-bearing
mice14 suggest that the binding of HMG1 to cisPt adducts may inhibit repair of radia-
tion damage.7 There is also evidence that the presence of the chemotherapeutic agent
bound to DNA can increase the initial yield of radiation damage.15
This initial damage to DNA in cells proceeds via two mechanisms referred to as the
direct and the indirect eﬀects.In the direct eﬀect, the incident particle interacts directly
with DNA components (bases, sugar, and phosphate) to produce radical cations and se-
condary electrons (SE). In addition, water molecules tightly bound to the DNA undergo
ionization but rapidly transfer the electron-deﬁcient ”hole” to DNA bases. The vast majo-
rity of SE have energies below 20 eV,16,17 and they in turn can produce large quantities of
highly reactive excited molecules, radicals, cations, and anions.19 The direct eﬀect indu-
ced by low-energy electrons (LEEs) has been elegantly demonstrated in experiments that
measured the yield of DNA single (SSBs) and double (DSBs) strand breaks as a function
of the energy of electrons in the range of 1-20 eV. Under dry conditions, it was found that
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below 15 eV, the damage results from the formation of transient negative ions.20−22 More
recently, experiments with lyophilized supercoiled plasmid DNA irradiated by LEEs have
shown that the yields of SSB and DSB were considerably enhanced in the presence of
cisPt.23 In the indirect eﬀect, radiation produces reactive species in the vicinity of DNA
that diﬀuse and react with it.24 Because water is the principal component of cells, most
of these reactive species arise from water radiolysis. Given that at least 50% of the total
damage caused to DNA in irradiated cells arises from the indirect eﬀect,25 this type of da-
mage is important for understanding cisPt radiosensitization. Experiments with aqueous
and dry irradiated plasmids have shown that damages caused by the indirect eﬀect are
at least as important as those resulting from the direct eﬀect.26 The most abundant ra-
dicals at 10−6 s following irradiation of water are •OH, hydrated electrons, and •H with
G values of 0.24, 0.28, and 0.06 μmol/J, respectively.27
•OH radicals are the most reactive species for the induction of DNA damage via the
indirect eﬀect.24 However, before becoming hydrated, LEEs enter in a prehydrated state19
when their energies become lower than that of the conduction level. In the prehydrated
state, those electrons, with lifetimes less than 1 ps, can also react with and damage
DNA18,19 through dissociative electron transfer (DET).28 Time-resolved femtosecond laser
spectroscopy experiments have shown that the purine bases, particularly guanine, are
more sensitive to DET than pyrimidine bases.28 With similar experiments, Lu et al.8,29
have shown a high DET reactivity of prehydrated electrons with cisPt.
Hydrated electrons are trapped in potential energy wells (-3.2 eV), but they still react
with DNA to induce damage on the nucleobases.30,31 However, they do not produce SSBs
or DSBs in normal, unmodiﬁed DNA.32 Nevertheless, hydrated electrons have been found
to induce SSBs and interstrand cross-links in double-stranded oligonucleotides having the
radiosensitizer 5-bromodeoxyuridine incorporated into mismatch structures.30,31
DNA damage induced by cisPt in mouse ﬁbroblast cells has been investigated by mass
spectroscopy. Iijima et al. observed the lesion principally at the G-G and A-G sites.33 This
technique has also been used to show the interaction of LEEs with cisPt, which leads to
the loss of chlorine from cisPt in a one- and two-step process via dissociative electron
attachment.34
In the present work, the damages induced by hydrated electrons, generated by wa-
ter radiolysis, on olignucleotide-cisPt complexes are investigated for cisPt mono- and
diadducts.
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MATERIALS AND METHODS
Reaction of Oligonucleotides with CisPt. The single strand oligonucleotides ODN-
GTG and ODN-TGT were purchased from the DNA synthesis laboratory at the Univer-
sity of Calgary, Alberta, Canada. CisPt was ﬁrst dissolved in water at a concentration
of 220 μM. The oligonucleotide was then mixed with a solution of 44 μM cisPt to give a
ratio of oligonucleotide/cisPt of 1 :5. The solution was kept at roomtemperature for ∼ 46
h to allow reaction of cisPt with the guanines.
Oligonucleotide-CisPt Puriﬁcation. The oligonucleotide was puriﬁed on a G-25 Se-
phadex microcolumn followed by highperformance liquid chromatography (HPLC) to
separate the diﬀerent products (oligonucleotide and oligonucleotide-cisPt complex). A
linear gradient (0-15% acetonitrile in ammonium acetate) and a column (5 μm ODS A
250 × 6 mm ; YMC) were used for the separation.
3′ End Labeling of Oligonucleotides. The oligonucleotides were end-labeled with
γ-32P ddATP using terminal deoxynucleotidyl transferase (DTD) and buﬀer. Afterward,
they were puriﬁed with a G-25 Sephadex microcolumn.
Experimental Conditions. The ﬁnal concentration of the oligonucleotide was 0.03 μM
in phosphate buﬀer (pH 7.0, 10 mM). •OH radicals were scavenged with ethylenediamine-
tetraacetic acid (25 mM EDTA). N2O was also used to scavenge the hydrated electrons.
To minimize scavenging of hydrated electrons by oxygen, the oligonucleotide solutions
were bubbled with wet nitrogen gas (purity of 99.998%) for 1 min. Considering the short
lifetime of the prehydrated electron (∼10−13 s) and the very low oligonucleotide concen-
tration (∼10−8 M) relative to the high amount of the hydrated electrons generated over
the irradiation time (2.4 ×10−3 M for a dose of 1000 Gy), we expect hydrated electron
reactions to be dominant in our solution, while the action of prehydrated electrons is
considered negligible. Furthermore, if the prehydrated electron has suﬃcient time to dif-
fuse and react with the DNA, then the •OH should also be able to react with DNA
before being captured by EDTA, and this is not the case, asdemonstrated by the absence
of DNA strand breaks.
Irradiation. Oligonucleotide solutions were irradiated in a cesium-137 Gammacell with
the dose varying between 500 and 2500 Gy (11.6 Gy/min).
Denaturing Gel Electrophoresis. Oligonucleotides were loaded on a 7 M urea dena-
turing 20% polyacrylamide gel. A molecular weight ladder was produced by Maxam and
Gilbert sequencing treatment. An electric ﬁeld was applied to the electrophoresis gel for
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2.5 h. The phosphor screen cassette (Molecular Dynamics Inc.) was exposed to the gel
for 16 h and scanned with a Storm ﬂuorescence scanner (Molecular Dynamics Inc.).
RESULTS
Damages Induced to Oligonucleotides, with and without CisPt, by OH Radicals and
Hydrated Electrons. Figure 1 shows the action of •OH radicals and hydrated electrons on
the single-stranded ODN-GTG and the oligonucleotide-cisPt complex (ODN-GTG-cisPt)
in lanes 1-14 and lanes 16-29, respectively. As can be seen, the band corresponding to the
intact ODN-GTG-cisPt (lanes 16-29) migrates slower than the band for the unmodiﬁed
oligonucleotide (lanes 1-14). This shift results from a diﬀerent charge and geometry of
the oligonucleotide containing a cisPt adduct. In lane 1, corresponding to the control (0
Gy) with no cisPt adduct, there are strand breaks (8.8%) that are probably induced by
electron emission from 32P. Strikingly, no such damage was observed for the ODN-GTG-
cisPt at 0 Gy, even though this complex was labeled with 32P at the same speciﬁc activity
as the control oligonucleotide.
Figure 2 is a graphical representation of the gel in Figure 1 for an irradiation dose of
1000 Gy. The black curves in (a) and (b) show the control oligonucleotide (700 mm of
migration) and ODN-GTG-cisPt (600 mm of migration), respectively, prior to irradiation.
In the latter, a small amount of the oligonucleotide (3.1%) lacking the cisPt adduct is
observed as a satellite peak at 700 mm. The blue curves in (a) and (b) show that extensive
DNA damage is induced by the •OH radical as the principal peak vanishes to give rise to
fragments. This occurs for both the oligonucleotides without and with the cisPt adduct.
In contrast, the red curves show that the oligonucleotide damage induced by the hydrated
electron does not give rise to strand breaks but rather to rupture of the cisPt bond. As
shown in Figure 2b, this eﬀect results in two satellite peaks. Our interpretation is that
the peak at 650 mm of migration corresponds to an oligonucleotide with one cisPt bond
broken and the second peak at 700 mm to the oligonucleotide without cisPt. This suggests
an interaction between the hydrated electron and cisPt leading to bond rupture (one or
two bonds). Presumably, the liberated cisPt then reacts with water in an exothermic
process.34
The green curves, where both •OH radicals and hydrated electrons are captured,
are similar to the control spectra at 0 Gy (black curves), as expected, but also bear
some slight resemblance to the hydrated electron curve, presumably because of the small
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Figure 1 – Gel electrophoresis showing the eﬀect of •OH and hydrated electrons on
oligonucleotides, with and without the cisPt adduct, as a function of irradiation dose.
The ﬁrst lanes (3, 6, 9, 12, 13, 14, 18, 21, 24, 27, 28, 29) for each radiation dose show the
eﬀects of hydrated electrons because the •OH radicals were captured by the scavenger
EDTA and O2 was displaced by bubbling the solution with wet nitrogen. In the second
lanes for each dose (4, 7, 10, 19, 22, 25), both •OH radicals and hydrated electrons were
scavenged in the presence of EDTA by bubbling the solution with wet N2O. The third
lanes for each dose (5, 8, 11, 20, 23, 26) show the eﬀect of •OH radicals, with hydrated
electrons being scavenged by O2. Lane 15 is not pertinent.
amount of nonscavenged hydrated electrons. We observe residual breakage of the cisPt
bond, corresponding to about 0.13% for one bond broken and 1.4% for two bonds broken.
CisPt Monoadduct Detachment from ODN-TGT Induced by Hydrated Elec-
trons. Figure 3 shows the eﬀect of hydrated electrons for diﬀerent irradiation doses
(0-2500 Gy) on the ODN-TGT (lanes 3-8) and ODN-TGT-cisPt (lanes 10-15). In the
oligonucleotide containing a cisPt adduct, we observe as a function of dose a rising signal
next to the parental oligonucleotide peak, which appears at the same position as the
unmodiﬁed oligonucleotide. This signal is therefore attributed to the loss of cisPt from
the oligonucleotide. A graphical representation of this detachment is presented in Figure
4a, where the peak at 300 mm of migration represents the oligonucleotide without cisPt.
Because there is only a single guanine for attachment of cisPt in this oligonucleotide, only
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Figure 2 – Gel electrophoresis proﬁles showing the eﬀect of •OH radicals and hydrated
electrons on ODN-GTG (a) and ODN-GTG-cisPt (b), following irradiation with 1000
Gy. Note the red curve in panel b, which shows the two-step loss of cisPt induced by
hydrated electrons.
one satellite peak is associated with the rupture of this bond. The quantitative analysis
of the total yield of cisPt detachment as a function of the dose was carried out using
Lorentzian-Gaussian ﬁt, and the result is shown in Figure 4b.
The loss of the cisPt adduct from the oligonucleotide and the formation of the ODN-
GTG are linear functions of the radiation dose. Furthermore, the total amount of oligo-
nucleotide (ODN-GTG plus ODN-GTG-cisPt) declines between 0 and 2000 Gy by only
15%, indicating that very little oligonucleotide is destroyed by the radiation, as would be
expected if SSBs were formed.
Eﬀect of CisPt Detachment from the ODN-GTG As a Function of the Irra-
diation Dose : Contribution of Hydrated Electrons. Figure 5 shows the eﬀect of
hydrated electrons for diﬀerent doses of radiation (0-2000 Gy) on the ODN-GTG (lanes
1-6) and ODN-GTG-cisPt (lanes 7-12). As a function of the dose, we observe a rising
signal next to the parental peak resulting from the loss of cisPt from the oligonucleo-
tide. A graphical representation of this signal is presented in Figure 6a. Because there
are two guanines servingas attachment sites for cisPt, two satellite peaks are associated
with the rupture of one or both of these bonds. The quantitative analysis of the total
yield of cisPt detachment as a function of the dose is shown in Figure 6b. At doses up
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Figure 3 – Gel electrophoresis showing the eﬀect of hydrated electrons as a function of
the dose of radiation given to the ODN-TGT (lanes 3-8 correspond to 500, 750, 1000, 1500,
2000, and 2500 Gy, respectively) and given to ODN-TGT-cisPt (lanes 10-15 correspond
to 500, 750, 1000, 1500, 2000, and 2500 Gy, respectively).
Figure 4 – Gel electrophoresis proﬁles showing the eﬀect of hydrated electrons as a
function of the dose on the ODN-TGT-cisPt (a) and the evolution of the ODN-TGT-
cisPt and the formation of ODN-TGT as a percentage of total (b).
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Figure 5 – Gel electrophoresis showing the eﬀect of hydrated electrons as a function of
the dose to ODN-GTG (lanes 2-6 correspond to 500, 750, 1000, 1500, and 2000, respec-
tively) and ODN-GTG-cisPt (lanes 8-12 correspond to 500, 750, 1000, 1500, and 2000,
respectively).
to 1500 Gy, the parental peak decreases linearly, and product peaks increase linearly.
Very little oligonucleotide containing a single oligonucleotide-cisPt bond was observed.
As shown in Figure 6b, the slope of the dose-response curve for the rupture of one of
the two cisPt-guanine bonds in the ODN-GTG is 7-fold smaller than the slope for the
rupture of both cisPt bonds. Interestingly, the parental peak associated with the complex
ODN-GTG-cisPt decreases faster than the one associated with the ODN-TGT-cisPt in
Figure 4, indicating that it is easier to detach cisPt when it is doubly bonded to the
oligonucleotide than when it is singly bonded.
DISCUSSION
The main eﬀect observed by irradiating the ODN-GTG-cisPt and ODN-TGT-cisPt in
solution is the detachment of the cisPt adduct from the oligonucleotide. In the case of
ODN-GTG-cisPt, this detachment can occur in either a one- or twostep process. Interes-
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Figure 6 – Gel electrophoresis proﬁle showing the eﬀect of hydrated electrons as a
function of the dose to ODN-GTG-cisPt (a) and the evolution of the ODN-GTG-cisPt
and the formation of ODN-GTG in percentage (b).
tingly, the yield of total cisPt detachment from the ODN-GTG is 3-fold higher than that
for the ODNTGT. This may indicate less bonding stability in the two bond cisPt adduct
with the ODN-GTG. The departure of cisPt does not induce strand break formation
even at the sites of attachment of the cisPt. Because the present results can detect only
strand breakage and cisPt loss, we cannot rule out possible base damage induced by cisPt
detachment. In addition, the reduced cisPt released from the oligonucleotide is expected
to be reactive and may also cause base damage.
DET28 involving the hydrated electron is proposed as the mechanism responsible for
the rupture of cisPt-guanine bonds. As presented in the scheme in Figure 7, the hydrated
electron is captured by the cisPt complex in its lowest unoccupied molecular orbital
(LUMO). From ab initio calculations, those orbitals have a repulsive σ∗ character along
all cisPt coordination axes.34 This results in possible channels for one or two cisPt-guanine
bond cleavage, if the time of electron occupation in that state is suﬃciently long (i.e.,
of the order of a vibrational period of a cisPt-guanine bond).35 From the rotovibrational
ground state, the anion needs a minimum energy to dissociate called the thermodynamic
threshold (ΔH) given by the bond dissociation energy, D(A-B), minus the electron aﬃnity





= D(A− B)− EA (B) (2.1)
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Figure 7 – Dissociative electron-transfer mechanism, involving a hydrated electron, re-
sulting in bond cleavage between cisPt and its complex.
Thus, for DET to occur, the potential energy surfaces of the transient anion along
the cisPt-guanine bonds must at least partly lie above •H in the Franck-Condon region.
During the separation of cisPt from guanine, the fragment with the greater EA is ex-
pected to keep the extra electron because it corresponds to the lowest thermodynamic
threshold according to the above equation. In Figure 6b, the conversion of the ODN-
GTG-cisPt to the ODN-GTG occurs as a linear function of dose, which suggests that a
single hydrated electron induces the simultaneous breakage of two cisPt-guanine bonds. A
priori, this double bond break in ODN-GTG-cisPt can occur in two ways : either a cisPt-
guanine bond is ﬁrst broken and the remaining fragments react with and dissociate the
other cisPt-guanine bond, or the transient anion formed via DET dissociates by simulta-
neously breaking the two cisPt-guanine bonds. The latter mechanism has been observed
by Kopyra et al.34 using a mass spectrometer as a detector, in LEE impact experiments
on gaseous cisPt, containing its original chlorine atoms. They found that a transient
anion formed at ∼0 eV dissociates by simultaneously breaking the bonds between Pt and
the chlorine atoms. The platinated fragment has a much higher probability to keep the
extra electron due to its high electron aﬃnity. This possibility within a ODN-GTG-cisPt
is represented in the scheme of Figure 7. Judging from the huge magnitude of cisPt bond
scission with respect to that of other bonds within the oligonucleotide, observed in our
experiment, hydrated electrons appear to localize preferentially at the site of cisPt, where
they undergo DET. This high aﬃnity for hydrated electrons is probably due to the high
electron aﬃnity of the cisPt adduct.
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CONCLUSION
The present results using a γ-irradiated oligonucleotide-cisPt solution have demonstra-
ted a strong interaction between hydrated electrons and the cisPt monoadduct at the
guanine base and the intrastrand adduct bonded between two guanine bases separated
by thymine. This interaction leads to hydrated electron capture by the oligonucleotide
almost exclusively at the site of binding of cisPt. The transient anion formed by this
attachment of the hydrated electron dissociates by breaking one or two cisPt-guanine
bonds. In the latter case, cisPt detaches from the oligonucleotide. Although the reaction
of cisPt adducts with hydrated electrons does not lead to strand break formation when
cisPt detaches from DNA, it may induce base damage at adjacent sites and thus be po-
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ARTICLE 2
Cisplatin Intrastrand Adducts Sensitize DNA to
Base Damage by Hydrated Electrons
B. Behmand, J. R. Wagner, L. Sanche, and D. J. Hunting
J. Phys. Chem. B, 2014, 118, 4803-4808
Avant-propos : Ma contribution a e´te´ d’eﬀectuer la totalite´ des expe´riences et d’analy-
ser les re´sultats. J’ai aussi re´dige´ l’article sous la supervision de Darel Hunting, Richard
Wagner et Le´on Sanche.
Re´sume´ : Les dommages aux bases d’oligonucle´otide (TTTTTGTGTTT) avec et sans
l’adduit de cisplatine ont e´te´ quantiﬁe´s suite a` leur interaction avec des e−hyd. De plus, la
structure initiale de l’adduit de cisplatine-oligonucle´otide a e´te´ conﬁrme´e par spectrome´-
trie de masse. Dans cet article, la technique d’HPLC suite a` la digestion enzymatique a
e´te´ utilise´e pour identiﬁer les dommages aux bases. Ces re´sultats montrent que les e−hyd
produisent des dommages aux guanines, soit les sites d’attachement de cisplatine, et aussi
aux thymines. Le de´tachement de l’adduit de cisplatine a e´te´ conﬁrme´ par cette tech-
nique. Par exemple, a` 1000 Gy, 2,5 thymines et 1 guanine sont endommage´es en moyenne
pour chaque perte de l’adduit de cisplatine.
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ABSTRACT : The oligonucleotide TTTTTGTGTTT with or without a cispla-
tin adduct was reacted with hydrated electrons generated by ionizing radiation. Hy-
droxyl radicals were quenched with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and the
solutions were bubbled with wet nitrogen to eliminate oxygen, a scavenger of hydrated
electrons. Prior to irradiation, the structure of the initial cisplatin adduct was identiﬁed
by mass spectrometry as G-cisplatin-G. Radiation damage to DNA bases was quantiﬁed
by high-performance liquid chromatography (HPLC), after enzymatic digestion of the
TTTTTGTGTTT-cisplatin complex to deoxyribonucleosides. The masses of the plati-
num adducts following digestion and separation by HPLC were measured by mass spec-
trometry. Our results demonstrate that hydrated electrons induce damage to thymines
as well as detachment of the cisplatin moiety from both guanines in the oligonucleotide.
This detachment regenerates both unmodiﬁed guanine and damaged guanine, in equi-
molar amounts. At 1000 Gy, a net average of 2.5 thymines and 1 guanine are damaged
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for each platinum lost from the oligonucleotide. Given the extensive base damage that
occurs for each cisplatin adduct lost, it is clear that, prior to undergoing detachment,
these adducts must catalyze several cycles of reactions of hydrated electrons with DNA
bases. It is likely that a single reaction leads to the loss of the cisplatin adduct and
the damage observed on the guanine base ; however, the damage to the thymine bases
must require the continued presence of the cisplatin adduct, acting as a catalyst. To our
knowledge, this is the ﬁrst time that platinum-DNA adducts have been shown to have
catalytic activity. We propose two pathways for the interaction of hydrated electrons with
TTTTTGTGTTT-cisplatin : (1) the hydrated electron is initially captured by a thymine
base and transferred by base to base electron hopping to the guanine site, where the
cisplatin moiety detaches from the oligonucleotide via dissociative electron attachment,
and (2) the hydrated electron interacts directly with the platinum-guanine adduct and in-
duces detachment of the cisplatin moiety via dissociative electron attachment. Although
the precise mechanism remains to be elucidated, our results provide important insights
into the radiosensitization of DNA by cisplatin.
INTRODUCTION
Concomitant chemotherapy and radiotherapy have substantially enhanced tumor control
and the survival of patients.1−4 Radiosensitization by chemotherapeutic drugs is pro-
bably due to several factors including an increase in DNA damage, inhibition of DNA
repair, diminution of the apoptosis threshold, and perturbation of the cell cycle such that
cells remain in the sensitive phases for a longer time.5 cis-Diamminedichloroplatinum
(II) or cisplatin is a chemotherapeutic drug used in the treatment of ovary, testicular,
lung, head, and neck cancers.6−8 It binds to the N7 purine sites in DNA, preferentially
on guanine, and creates the structural and chemical anomalies which lead to the eﬀects
listed above.9 When nonthermal electrons interact with this chemotherapeutic agent, a
shape resonance appears near 0 eV in the gas phase, which leads to dissociative electron
attachment (DEA).10 In a polar medium, such as water, this resonance energy is lower by
about 1 eV.11 Cleavage of the bond between the cisplatin moiety (cisPt) and guanine is
also observed on the basis of the fragmentation pattern of Pt-DNA negative ion adducts
during electrospray mass spectrometry.12 Furthermore, electron transfer along the DNA
strand, toward the site of the attachment of cisPt adduct, is expected to increase the
cross section for DEA at the Pt site.13
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The damage induced by ionizing radiation results from both the direct and indirect
eﬀects. The direct eﬀect is the interaction of either the incident particle or secondary
electrons (SE) generated by the primary radiation with DNA and can produce single and
double DNA strand breaks or base damage. The vast majority of SE have energies of
less than 20 eV.14,15 Zheng et al.16 recently studied the eﬀect of monoenergetic electron
beams (1, 10, 100, 60 000 eV) on thin ﬁlms of lyophilized DNA with and without cisPt.
They found an enhancement of both single and double strand breaks (SSB and DSB)
in DNA modiﬁed by cisPt. Since the major component of cells is water (70-80%), the
indirect eﬀect of radiation is also important and gives rise to about 50% of the total
DNA damage.17,18 In the indirect eﬀect, ionizing radiation interacts with water molecules
and creates the reactive chemical species •OH, H•, and e−hyd that can react with DNA
and create damage. As SE slow down, they start polarizing the electronic orbitals of the
surrounding molecules. As they continue to lose energy below ∼1 eV, they increasingly
polarize the vibrational modes of these molecules, and the phonon modes, to reach a
prehydrated state and become a polaron.19 In this prehydrated state, which lasts for less
than a picosecond, the electron becomes hydrated by surrounding water molecules and
is trapped in an average potential well of ∼-3.2 eV. It has been shown that the hydrated
electron cannot induce strand breaks in unmodiﬁed DNA.20,21 However, according to
the results of Behmand et al., based on an electrophoretic assay, hydrated electrons can
induce the detachment of cisplatin, when it is bound to an oligonucleotide.22
Here, we study the eﬀects of the hydrated electrons generated by γ rays on an
oligonucleotide-cisPt complex. Base damage is measured by HPLC following enzyma-
tic digestion of the oligonucleotide. Platinum DNA adducts are measured by HPLC,
mass spectrometry (MS), and electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI-
MS/MS). Our results show that the presence of cisPt adducts greatly increases the da-
mage to guanine and thymine induced by radiation. In addition to conﬁrmation by HPLC
analysis that cisPt detaches from the DNA, our results also indicate that equal amounts
of damaged and undamaged guanine are generated for each cisPt adduct that detaches
from the oligonucleotide.
MATERIALS AND METHODS
The single strand TTTTTGTGTTT (ODN-GTG) was purchased from the DNA synthe-
sis lab (University of Calgary, Alberta, Canada). The details of the reaction of ODN-GTG
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with cisplatin and puriﬁcation giving the ODN-GTG-cisPt complex have been reported
elsewhere.22 Although in cells treated with cisplatin, cisPt-GG cross-links outnumber
GTG cross-links, we chose to study the latter adduct because it causes greater DNA
structural deformation.
Experimental Conditions. The concentration of the oligonucleotide was approxima-
tely 14 μM. On the basis of a rate constant calculation, 99.99% of •OH radicals were
expected to be eliminated by 25 mM EDTA as a scavenger. The oligonucleotide solutions
were bubbled for 1 min with wet nitrogen gas (purity of 99.998%) to minimize the oxygen.
Given the low concentration of oligonucleotide in our solutions (14 μM) and the short
half-life of prehydrated electrons, we assume that any reaction of prehydrated electrons
is negligible.
Irradiation. The samples were irradiated with doses ranging from 250 to 1000 Gy using
a cesium-137 irradiator (Best Theratronics, Ottawa, Ontario, Canada).
Digestion. The oligonucleotides (concentration 14 μM) with and without cisplatin were
irradiated and digested at 37 ◦C to deoxyribonucleosides with three enzymes : ﬁrst, 1 h
with nuclease P1, followed by 1 h with snake venom phosphodiesterase I ; ﬁnally, alkaline
phosphatase was added to the sample for 1 h at 37 ◦C. The reaction was stopped with
phosphoric acid and left at 4 ◦C for HPLC analysis, which was performed with a linear
gradient (0-15% acetonitrile in ammonium acetate) and a column (5 μm ODS A 250 ×
6 mm ; YMC) for the separation.
Extinction Coeﬃcient. The extinction coeﬃcient of the dG-cisPt-dG adduct (23 050
M−1 cm−1) at 260 nm was calculated on the basis of the extinction coeﬃcients of deoxy-
guanosine (11 500 M−1 cm−1) and cisPt (50 M−1 cm−1).
Mass Spectrometry. The masses of the platinum adducts following digestion were mea-
sured by LC-MS/MS. This machine consists of a Shimadzu HPLC system with an auto
sampler (SIL-HTc), degasser (DGU-14A), column oven (CTO-10ASvp), binary pumps
(LC-10ADvp), UV/vis detector (SPD-20A), and API 3000 tandem mass spectrometer
with a turbo-ion spray source (MDS Sciex, Applied Biosystems). A syringe infusion pump
(Harvard Model 22) was used to optimize the detection conditions, set at a ﬂow rate of 20
μL/min. The cone voltage was 4500 V, and the collision energy was 45 V. Measurements
were made in the negative ion mode.
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RESULTS
Analysis of the Damage to DNA Bases. In order to investigate the radiosensibili-
zation of a single stranded oligonucleotide by the presence of a single cisplatin adduct,
the oligonucleotide with or without cisPt was irradiated at several doses of ionizing ra-
diation. Analysis of the damage was performed by HPLC following digestion with P1
nuclease and snake venom phosphodiesterase, which cleave phosphodiester bonds to ge-
nerate mononucleotides, and alkaline phosphatase to remove the phosphate from the free
nucleotides. Figure 1a shows the HPLC proﬁle for the ODN-GTG, following enzymatic
digestion to deoxyribonucleosides, without and with cisPt prior to irradiation. The proﬁle
with cisPt shows the absence of dG and an additional peak corresponding to dG-cisPt-dG
as conﬁrmed by MS and discussed below.
Parts b and c of Figure 1 show the HPLC results without and with cisPt, respectively,
as a function of irradiation dose. In the absence of cisPt, the thymidine (dT) peak decrea-
sed gradually with increasing irradiation dose, reﬂecting the damage to thymine induced
by the hydrated electron, whereas dG remained virtually unchanged. In contrast, with
cisPt, both the thymidine and the dG-cisPt-dG peaks decreased markedly with increa-
sing radiation dose. The dG-cisPt-dG peak disappeared at ∼1000 Gy, while the dG peak,
which was absent at 0 Gy, increased as a function of irradiation dose as a result of the
loss of cisPt from guanine in the oligonucleotide. A quantitative analysis of this process
is shown in Figure 2. In this analysis, we used a value for the extinction coeﬃcient of
dG-cisPt-dG equal to twice that of dG (see Materials and Methods). The black squares
() in the ﬁgure correspond to the percentage of dG formation from cisPt detachment,
while the red circles (•) correspond to the percentage of the remaining dG attached to
the cisPt. The diﬀerence between these two forms of dG indicates the quantity of the
dG which underwent damage as a result of the reaction of hydrated electrons with the
ODN-GTG-cisPt (green triangles () on the graph). Thus, the dose-dependent disappea-
rance of the dG-cisPt-dG peak from the HPLC proﬁle corresponds to the generation of
approximately equal amounts of damaged and undamaged dG (Figure 2).
A comparison of the damage induced to dG as a function of the dose with and without
cisPt is shown in Figure 3a, where the potent radiosensitizing eﬀect of the chemothera-
peutic agent is particularly evident. Even at the maximum dose of 1000 Gy, there is no
detectable damage to dG by radiation in the absence of cisPt, whereas, at this dose,
approximately 50% of dG is damaged in the presence of cisPt (Figure 3a). Interestingly,
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Figure 1 – HPLC traces for deoxyribonucleosides from the oligonucleotides following
reaction with hydrated electrons, generated by ionizing radiation. The oligonucleotides
were irradiated with doses from 0 to 1000 Gy under conditions which quenched •OH
radicals and favored hydrated electrons (i.e., reduced O2) (see Materials and Methods).
Afterward, the oligonucleotides were digested to deoxyribonucleosides (see Materials and
Methods) : (a) no irradiation with and without cisPt, (b) irradiation of the oligonucleotide
without cisPt, and (c) with cisPt with diﬀerent doses.
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Figure 2 – Radiation-induced loss of the dG-cisPt-dG adduct (red •) and resulting
formation of undamaged dG (black) and modiﬁed dG (green ) as revealed by digestion
of the oligonucleotide to deoxyribonucleosides followed by HPLC analysis.
the radiation damage to dT is enhanced approximately 2.5-fold by the presence of the
cisPt adduct on dG, as shown in Figure 3b.
Mass Spectrometry Results. The peaks at 17.7 and 19.7 min (Figure 1c) correspond
to dG and dT, respectively, based on comparison of HPLC and MS properties with au-
thentic standards. The peak at 19.1 min was identiﬁed by more detailed analysis. The
same peak (at 19.1 min) with identical retention and UV properties at 220 and 260 nm
was obtained when either ODN-GTG or GTG was treated with cisplatin, and then di-
gested by P1 nuclease, phosphodiesterase, and alkaline phosphatase, a protocol known to
digest DNA to the corresponding 2′-deoxyribonucleosides.12,23 The MS spectrum of this
peak gave a series of three strong negative ion peaks (m/z 760 (100%) ; m/z 759 (80%) ;
m/z 761 (60%)) indicative of the presence of Pt with its multiple stable isotopes (Figure
5). The fragmentation spectrum of m/z 760 obtained by ESI-MS/MS analysis displayed
two fragment ions centered at m/z 726 and 743 (Figure 6), which is characteristic of the
sequential loss of two ammonia substituents from dG and dA containing dimeric adducts
containing a Pt.24 In addition, the loss of negatively charged dG (-m/z 266) from the
molecular ion was a major process in the fragmentation spectrum. The above results
are consistent with the proposed structure (dG-cisPt-dG of Figure 4). Furthermore, this
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Figure 3 – Percentage of modiﬁed (a) dG and (b) dT as a function of irradiation dose
for ODN-GTG (black ) and ODN-GTG-cisPt (red •) following digestion to nucleosides.
structure is expected to be the major product when DNA containing tandem GG or those
separated by a pyrimidine (GTG) are treated with cisPt.24,12,25
DISCUSSION
Our results demonstrate that irradiation of the ODN-GTG-cisPt complex in solution,
under conditions which quench •OH and favor hydrated electrons, leads to extensive thy-
mine base damage as well as to detachment of the cisPt adduct. Interestingly, the loss
of the cisPt, which forms an intrastrand cross-link between two guanines separated by a
thymine, generates roughly equal amounts of undamaged and damaged guanine (Figure
2). This strongly suggests that one of the guanines in each oligonucleotide is damaged
while the other is regenerated during the loss of cisPt. It remains to be seen if the same
guanine (e.g., 5′ or 3′) always sustains the damage. No cisPt monomers (G-cisPt) were
observed in the HPLC proﬁles, indicating that the detachment of the cisPt from both
guanines occurred in a single, all or nothing step. Our results show that hydrated electrons
damage thymine bases in the absence of cisPt ; however, the presence of cisPt on the two
guanine bases greatly enhances the damage to thymine. An average of four thymines are
damaged per ODN-GTG-cisPt at 1000 Gy while only 1.5 thymines are damaged in the
oligonucleotide without cisplatin. Thus, 2.5 of the damaged thymines can be attributed
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Figure 4 – Structure of dG-cisPt-dG following the digestion.
Figure 5 – ESI-MS spectrum of dG-cisPt-dG, in negative mode.
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Figure 6 – dG-cisPt-dG : ESI-MS/MS spectrum of the peak at 760 in Figure 5 in
negative mode.
to the eﬀect of the presence of cisPt during irradiation.
Fundamental Mechanism. A proposed mechanism must account for the fact that cis-
platin increases base damage not only to the guanines to which it is attached but also
to adjacent thymines. In the gas phase, Chernyoshova et al. have shown that the colli-
sion of low energy electrons with thymine leads to dissociative electron attachment and
to thymine base damage by deprotonation at one of its nitrogens, resulting in an anion
[T-H]−.26 In contrast, in water, hydrated electrons can react with thymine to yield ra-
dical anions followed by either protonation or reaction with other radical.27 Here, cisPt
detachment from the oligonucleotide must be reconciled with the extensive base damage.
We propose that the high electron aﬃnity of cisplatin (≥2.9 eV)11 attracts hydrated elec-
trons and leads to dissociative electron transfer (DET).22 In our experiments, thymines
in oligonucleotides without cisPt adducts also undergo damage albeit at a lower level, but
no guanine damage was observed. The strong electron aﬃnity of the cisPt adduct may
extend the ﬁeld of electron attraction beyond the two bases to which it is attached. In
addition to direct capture of the hydrated electron by the cisPt leading to the dissocia-
tive attachment, hydrated electrons may also reach the chemotherapeutic agent through
a base to base transfer mechanism following capture by a thymine base.
The mechanism of electron transfer in DNA has been extensively studied using double
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stranded DNA by generating either positive hole transfer or excess electron transfer
between speciﬁc sites of DNA base sequences.28−34 In general, electron transfer depends
on the diﬀerence in energy and the distance between donor and acceptor molecules,
such that the eﬃciency of transfer decreases exponentially with distance. In the case
of DNA, several models have been proposed to account for electron transfer.31−33 A
consensus today is that transfer takes place mainly by a hopping process in which charge
is distributed on one or more DNA bases and transfer to other sites is strongly dependent
on base properties and sequence.33,34
Excess electron transfer is base sequence dependent, since some bases are more subject
to protonation (e.g., cytosine) than others (e.g., thymine).29,35 DNA concentration also
has an impact on electron migration distance, since high concentrations provide DNA
to DNA electron transfer.30 In contrast, the latter is independent of concentration when
DNA in water solution is cooled to form ice.36 Electron spin resonance (ESR) has been
used29,30,36 to probe excess electron transfer, following gamma ray irradiation from double
stranded DNA to the interspersed DNA intercalator mitoxantrone (MX), as a function of
temperature and concentration. It was concluded that tunneling operates mainly at low
temperature (<190 K), while, at higher temperatures, thermally activated hopping is the
prevailing process giving a faster migration rate. In contrast to double stranded DNA,
the electron transfer eﬃciency was only weakly aﬀected by interbase distance in single
stranded DNA.28 To explain this phenomenon, the authors invoked the ﬂexibility of the
single stranded oligonucleotide, which allows changes in conformation to decrease the
distance between the charge donor and acceptor and thus transfer by bypassing several
thymine bases.
In theory, a hydrated electron could be captured by a thymidine base and transferred
between thymidine bases. We suggest that the initial polaron (i.e., the hydrated electron)
interacts with any of the bases to transform into a base polaron. In other words, the
energy of the polarization well of the water around the electron is partly transferred into
structural deformation energy around a base.37 When the charge is thus localized on
one base, two channels may be become available : base damage by protonation at C6 or
migration to the next base by thermally assisted hopping.
Park et al. have shown the existence of hopping through consecutive thymines,38 and
that phenomenon could also explain electron transfer to cisPt. Otherwise, following the
cleavage of the bond between N7 of guanine and the Pt, two pathways are possible : the
bond will break and the extra electron will either go to N7 of guanine (path 1) or to Pt
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(path2).The ﬁrst pathway will lead to nonmodiﬁed guanine and a reactive cisPt radical.
The second will lead to a potentially reactive Pt(I) species that could react with guanine
and thymine to produce additional damage. It has been demonstrated by Richmond et al.
that Pt(I) reduce the hydroxyl radical adducts of thymine (•TOH).39 This phenomenon
could occur in hypoxic cells, where bases are damaged by hydrated electrons followed by
their reaction with Pt(I). The unexpected observation of damage to bases outside the Pt
attchment sites may provide an important key to understanding the eﬀect of concomi-
tant radiotherapy and chemotherapy treatment, where the cisPt acts as a true catalyst
leading to multiple cycles of long-range DNA damage followed, independently, by detach-
ment of the cisPt adduct and damage to one of the guanine bases to which it was attached.
CONCLUSION
The presence of cisPt greatly increases the damage to DNA bases by hydrated elec-
trons produced by ionizing radiation. This damage is found at the Pt attachment sites
(guanines) but also at other sites (thymine). These results demonstrate the long-range in-
teraction of cisPt with hydrated electrons possibly owing to its high electron aﬃnity. We
propose that cisPt, with its very high electron aﬃnity, attracts electrons leading to DET
and loss of the cisPt. In addition, thymine bases can also serve as entry points for hydra-
ted electrons into the DNA, which subsequently undergo base to base electron hopping
to the cisPt. This electron transfer process has a certain probability of being interrupted
by either DET of the cisPt or protonation of the bases. Moreover, the reactivity of the
detached cisPt one electron reduced may create DNA damage and lead to cell death. The
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ARTICLE 3
Radiosentization of DNA by Cisplatin Adducts
Results from an Increase in the Rate Constant for
the Reaction with Hydrated Electrons and
Formation of PtI
B. Behmand, J.-L. Marignier, M. Mostafavi, J. R. Wagner, D. J. Hunting, and L. Sanche
J. Phys. Chem. B, 2015 (DOI : 10.1021/acs.jpcb.5b01752)
Avant-propos : J’ai fait les puriﬁcations et la pre´paration des e´chantillons. Les ex-
pe´riences ont e´te´ re´alise´es par Jean-Louis Mariginer avec ma participation. J’ai analyse´
les donne´es et j’ai re´dige´ la totalite´ de l’article sous la supervision de Mehran Mostafavi,
Darel Hunting, Richard Wagner et Le´on Sanche.
Re´sume´ : Dans cet article, la constante de vitesse de re´action des e−hyd avec oligonucle´o-
tide (GTG) lie´ a` l’adduit de cisplatine a e´te´ mesure´e par la technique de radiolyse pulse´e.
Les re´sultats montrent que la re´action des e−hyd avec le complexe GTG-cisplatine est 3
fois plus rapide qu’avec GTG sans cisplatine. De plus, pour la premie`re fois la formation
de l’interme´diaire de PtI a e´te´ mesure´e duˆ a` l’interaction des e−hyd avec le complexe de
l’adduit de cisplatine-ADN.
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ABSTRACT : Pulse radiolysis measurements of the decay of hydrated electrons
in solutions containing diﬀerent concentrations of the oligonucleotide GTG with and
without a cisplatin adduct show that the presence of a cisplatin moiety accelerates the
reaction between hydrated electrons and the oligonucleotide. The rate constant of the
reaction is found to be 2.23 × 1010 mol−1 L s−1, which indicates that it is diﬀusion
controlled. In addition, we show for the ﬁrst time the formation of a PtI intermediate as
a result of the reaction of hydrated electrons with GTG-cisplatin. A putative reaction
mechanism is proposed, which may form the basis of the radiosensitization of cancer cells
in concomitant chemoradiation therapy with cisplatin.
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INTRODUCTION
Clinical studies have shown that concomitant chemotherapy and radiotherapy increases
tumor cell killing and patient survival.1−3 Cis-diaminedichloroplatinum(II) (cisplatin) is
a chemotherapy drug used for several types of cancer : lung, testicular, ovary, neck, and
head.4−6 Cisplatin enters cells both by passive diﬀusion7 and by active transporters.8 Fol-
lowing hydrolysis, activated cisplatin reacts with several cellular components : proteins,
RNA, DNA, membrane phospholipids, and actin ﬁlaments,9 but DNA is the most impor-
tant target for cell killing.9,10 Cisplatin adducts (cisPt) speciﬁcally bind to the N7 site
of the purine bases, particularly guanine, and distort the DNA conformation by bending
and unwinding the helix.4,9,11 Inhibition of DNA repair and/or increased DNA damage
when cisPt is bound to DNA have been proposed as two possible mechanisms responsible
for radiosensitization by cisPt leading to cancer cell death.9,12−14 However, the precise
mechanisms by which cisplatin adduct increase DNA damage by radiation have not been
elucidated.
Ionizing radiation induces DNA damage by both the direct eﬀect, in which energy
is deposited within the DNA molecule, or by the indirect eﬀect in which molecules sur-
rounding DNA, particularly water, absorb the radiation and generate reactive species,
especially hydroxyl radicals which subsequently induce DNA damage.15,16 Since the cell
is composed of 70% water, it is estimated that at least 50% of total damage to DNA by
γ radiation is due to the indirect eﬀect.17 The reaction of ionizing radiation with water
induces the reactive chemical species •OH, H•, and e−aq that in turn can induce DNA
damage.17 Among these radicals, e−aq does not induce DNA strand breaks.
18 However,
Rezaee et al. have shown that e−aq can induce single and double strand breaks in DNA
modiﬁed by cisplatin.19 Behmand et al. have proposed that the high electron aﬃnity of Pt
in the oligonucleotide attracts e−aq to the complex leading to dissociative electron transfer
(DET) and detachment of cisPt.20 Richmond et al. have measured the rate constant of
the reaction of e−aq with cisplatin (k = 1.8 × 1010 mol−1 L s−1) and have shown that
the reactive PtI intermediate thus generated reacts with the hydroxyl radical adduct of
thymine (k = 1.2 × 109 mol−1 L s−1).21 It has been demonstrated that cisPt increases
DNA base damage by e−aq not only at the cisPt attachment site (guanine), but also at
other sites.22 Schu¨sser et al. have shown that the rate constant for the reaction of e−aq with
DNA depends on the DNA structure and ionic conditions.23 They observed the same rate
constant over the entire pH-region from 5.0 to 9.0 for double-stranded DNA from calf
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thymus and thus concluded that the DNA structure is not altered in this pH interval.
Moreover, the interaction of ionizing radiation with DNA produces DNA radicals
(•DNA). The presence of oxygen results in ”ﬁxation” that modiﬁes DNA• generating a
peroxy radical (•DNA-OO),24,25 which leads to DNA lesions. Therefore, hypoxic cancer
cells are more radioresistant. However, oxygen reacts with e−aq and thus the hypoxic
regions of tumor may be susceptible to radiosensitizers, such as DNA-platinum adducts
which react with e−aq. Understanding the mechanism of the reaction of e
−
aq with the DNA-
cisplatin complex is important to improve the treatment of cancer.
In the present work, we synthesize GTG-cisPt and the rate constant of the reaction
between e−aq and this oligonucleotide, with and without a cisPt adduct, is determined by
pulse radiolysis. In addition, we measure the formation of PtI spectroscopically following
the reaction of e−aq with GTG-cisPt.
MATERIALS AND METHODS
Oligonucleotide-cisPt Complex Preparation. The single-stranded oligonucleotide
(GTG) was purchased from Alpha DNA, Montre´al, QC, Canada. Cisplatin was ﬁrst dis-
solved in water at 4 mmol L−1. Then, the oligonucleotide was mixed with the cisPt
solution (0.4 mmol L−1 GTG) to give a ratio of cisPt/GTG of 10 :1. The solution was
kept at room temperature for 24 h. The product was puriﬁed by high performance liquid
chromatography (HPLC) to separate GTG-cisPt from GTG. A column (5 μm ODS A
250×6 mm ; YMC) and a linear gradient (0-15%) of acetonitrile in amonium acetate were
used.
Pulse Radiolysis.We used the transient absorption setup with a streak camera installed
in experimental area EA-3 of the electron pulse facility ELYSE at Paris-Sud University.
The e-beam irradiation was performed using the picosecond pulse radiolysis facility de-
livering a repetition rate of 5 Hz, electron pulses with an energy of 8 MeV. The dose
deposited per pulse (10 Gy) in the samples was deduced from the measurements of the
transient absorbance of e−aq in water and veriﬁed just before each series of experiments.
Typically, the electron pulse has a half width (FHWM) of 7 ps and a charge of ∼1 nC.
More details of the system conﬁguration are described elsewhere.26,27 An optical quartz
cell with an optical path length of 1 cm containing the sample is placed as close as possible
to the output window of electron beam to minimize divergence. During the experiment,
the sample is bubbled with argon gas to remove the oxygen, which is a scavenger of
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e−aq. Furthermore, isopropanol (0.2 mol L
−1) or tert-butanol (0.25 mol L−1) was added to
quench the •OH and H• radicals.
RESULTS
The rate constant for the reaction, between, e−aq and the oligonucleotide-cisPt complex was
determined by pulse radiolysis. The solutions (hydrolyzed cisplatin [Pt(NH3)2(OH2)2]
2+,
GTG, and GTG-cisPt) were each irradiated with a pulse of 1.4 nC. Approximately 10
transient spectra were recorded and averaged for each solution. The decay of e−aq was
measured at 600 nm for each solution as shown in Figure 1a,b,c, respectively.
Given the very low concentration of the e−aq (3.1×10−6 mol L−1 at 3 ns) compared to
the concentration of the hydrolyzed cisplatin, GTG, and GTG-cisPt, the rate constants
of the reactions were determined from a pseudo-ﬁrst-order approximation. The observed
rate constant, kobs, is obtained from the e
−
aq decay on a logarithmic scale of each solution
at diﬀerent concentrations : hydrolyzed cisplatin, GTG, and GTG-cisPt (Figure 1a,b,c).
Finally, using a linear ﬁt of kobs, the rate constant for each reaction is obtained (Figure
2). The rate constant for the oligonucleotide with a cisPt adducts (2.2×1010 mol−1 L s−1)
is very similar to that for hydrolyzed cisplatin (3.2 ×1010 mol−1 L s−1). However, the
rate constant for the reaction of e−aq with the oligonucleotide-cisPt is 3-fold higher than
the one for the oligonucleotide without cisPt (Table 1).
Pulse radiolysis measurements of a solution containing 2.2×10−4 mol L−1 GTG-cisPt
and 0.25 mol L−1 tert-butanol were performed by observing the entire transient absorp-
tion spectra from 300 to 600 nm. The tert-butanol radical is expected to be present in
solution following the reaction of tert-butanol with •OH and to a lesser extend with H•
atom.29 Due to its weak extinction coeﬃcient in the spectral range under investigation,
this radical has a negligible signature in our transient spectra. Moreover, this radical
is not a reducing species, and thus is not involved in the reduction of the GTG-cisPt
complex. Under these conditions, e−aq, which can react with GTG-cisPt, and the reduced
form of the GTG-cisPt complex are likely the only absorbing species. Figure 3 reports
the kinetics at three selected wavelengths 600, 380, and 310 nm. The decay at 600 nm is
due to the loss of e−aq which has completely decayed after about 700 ns. It is interesting to
note that 380 nm constitutes an isosbestic point showing that the extinction coeﬃcient
of e−aq and the reduced species are the same (λ=380nm= 2.1×103 mol−1 L cm−1) at this
wavelength. The extinction coeﬃcient of the reduced species at 310 nm is larger than that
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Figure 1 – Nanosecond decay kinetics of e−aq at 600 nm in (a) hydrolyzed cisplatin, (b)
GTG, and (c) GTG-cisPt solutions at diﬀerent concentrations. The solutions contained
isopropanol and were bubbled with Ar.
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Figure 2 – Pseudo-ﬁrst-order rate constant kobs vs hydrolyzed cisplatin (), GTG (•),
and GTG-cisPt () concentration.
of e−aq (3.9×103 vs 1.44×103 mol−1 L cm−1), and after the pulse, an increase is observed
at this wavelength reaching a maximum at 700 ns in correlation with the decay of e−aq
observed at 600 nm. The temporal evolution of the entire absorption spectra is shown in
Figure 4 with selected transient absorption spectra at 45, 250, and 750 ns. It is clearly
shown that, within less than 800 ns, e−aq is replaced by a new species. This reduced species
with an absorption maximum at 310 nm after 750 ns can be tentatively identiﬁed as the
electron adduct of GTG-cisPt. Its extinction coeﬃcient is found to be 3.9×103 mol−1 L
cm−1 (Figure 4 inset), which is slightly larger than that reported in the literature for
hydrolyzed PtI (2.9×103 mol−1 L cm−1).28 In addition, the shape of the absorption band
is much broader, suggesting the presence of PtI containing the GTG ligand, at least at
the microsecond range. The broadening of the absorption band of PtI has been already
observed during the reduction of PtII complexed by CN− by e−aq.
30 Complete cisPt detach-
ment is not observed up to the detection limit of 2 μs during pulse radiolysis experiment.
It was, however, observed when the oligonucleotide, after irradiation by γ rays, was di-
gested to deoxyribonucleosides followed by HPLC analysis, using a protocol described
previously22 (results not shown). Nevertheless, we cannot exclude the possibility that the
sharper absorption peak of the hydrolyzed PtI complex (species 3, Figure 5) at 310 nm is
hidden by the broad Pt-GTG peak (species 2, Figure 5). It is likely that the detachment
of PtI from GTG occurs after initial reduction (species 3, Figure 5).
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Table1–RateConstantofthee−aqReactionwithHydrolyzedCisplatin,GTG,andGTG-
cisPt
Figure 3 – Kinetics observed in solution containing 2.2×10−4 mol L−1 GTG-cisPt com-
plex, and 0.25 mol L−1 tert-butanol.
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Figure 4 – Transient absorption obtained by a streak camera in pulse radiolysis measu-
rements of a solution containing 2.2×10−4 mol L−1 GTG-cisPt complex, and 0.25 mol L−1
tert-butanol. Whole time/wavelength matrix of data (top), three selected transient ab-
sorptions (bottom), and the shape of the absorption band of reduced GTG-cisPt complex
(bottom, inset).
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Figure 5 – Proposed mechanism of d(GpTpG) release from a GTG-cisPt complex.
DISCUSSION
The radiosensitization of DNA to e−aq by cisplatin adducts has recently been reported,
19,22
but the underlying mechanism is not clear. The purpose of this study was to determine
the rate constants for the reaction of e−aq with all components of the system : cispla-
tin, the oligonucleotide, and the oligonucleotide containing a single cisplatin adduct. As
shown in Figure 2, the increase in the decay of e−aq as a function of the substrate concen-
trations indicates that e−aq reacts with all three components listed above. Hydrolyzed
cisplatin alone is the most reactive and the rate constant we determined agrees with
that reported by Richmond et al.21 The oligonucleotide-cisPt was slightly less reactive
than cisplatin alone (∼30%). This latter could be due to screening of the electron-cisPt
potential by the oligonucleotide, thus decreasing the probability of electron attachment
to cisPt. The oligonucleotide-cisPt complex is 3-fold more reactive than the oligonucleo-
tide alone, which is an important enhancement considering that only one cisPt adduct is
present per oligonucleotide. This indicates that the radiosensitization eﬀect of a cispla-
tin adduct may result from its high electron aﬃnity, which promotes electron uptake by
the oligonucleotide-cisPt complex leading to detachment of cisPt. On the basis of HPLC
analysis, the reduction of PtII by e−aq leads to the loss of both G ligands from GTG-cisPt
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complexes. This may occur through exchange of the ligands with water upon reduction of
PtII to PtI. Although this has been demonstrated for certain Pt complexes, the stability
and propensity for ligand exchange of PtI under our conditions is not known.31 Alterna-
tively, PtI complexes may undergo a redox reaction with the ligand thereby releasing G
radicals. The latter species may undergo further reactions with H2O or radicals in the
reaction mixture.32 Figure 5 shows our proposed mechanism of d(GpTpG) release from a
GTG-cisPt complex following reaction with a single e−aq, by two-step process. Adam et al.
have shown using transient absorption measurement at 310 nm that PtII can be reduced
by e−aq and also by H
• radicals (k=1.2×1010 mol−1 L s−1).28
In our experiment the reactive intermediate GTG-PtI may create supplementary da-
mage. The kinetics of appearance of the reduced species and the loss of e−aq at the isosbestic
point at 380 nm, where the extinction coeﬃcient of e−aq and the reduced species are the
same, indicate that one PtI is formed per e−aq lost. The eventual loss of Pt from the tri-
nucleotide is consistent with our previous observation using a 11-mer containing a single
cisplatin adduct, as determined by digestion and HPLC analysis22 and with our results
following irradiation, digestion of the GTG-cisPt in this study (results not shown), and
HPLC analysis. The high electron aﬃnity of Pt attached to the oligonucleotide leads to
Pt detachment and formation of PtI. The presence of polar groups such as NH3 may
also induce modiﬁcation of the oligonucleotide structure that may favor e−aq attachment
to DNA.19 Moreover, capture of e−aq by the base also creates base damage, such as 5,6-
dihydrothymine, which is much more important in DNA-cisPt complexes than in DNA
without cisPt.22
CONCLUSION
The present pulse radiolysis experiments, which observed the entire absorption spec-
tra from 300 to 600 nm, have clearly demonstrated that the trinucleotide-cisPt complex
is 3-fold more reactive (k = 2.2×1010 mol−1 L s−1) than the trinucleotide without cisPt
(k = 7.4×109 mol−1 L s−1), probably due to the high electron aﬃnity of cisplatin. The
shape of the absorption band of the reduced complex is broad indicating that PtI is
attached to the GTG ligand, at least in the microsecond range. Nevertheless, when the
irradiated oligonucleotide was digested to deoxyribonucleosides followed by HPLC ana-
lysis, the detachment of cisPt by e−aq was observed. These results are consistent with the
previous observation by HPLC and gel sequencing analysis of radiolysis products from
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longer 11-mer oligonucleotides ;20,22 as well the observation of the strong enhancement
of single and double strand break formation due to e−aq in γ-irradiated plasmid DNA-
cisplatin complexes.19 Taken together, these results strongly suggest that, in cells, the
radiosensitization of DNA by cisplatin adducts probably results, at least in part, from
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DISCUSSION
Dans les cellules cance´reuses non hypoxiques, l’oxyge`ne agit comme un agent radio-
sensibilisateur en se ﬁxant aux dommages de l’ADN induits par la radiation, inhibant
ainsi les me´canismes de re´paration. En contrepartie, l’oxyge`ne agit aussi comme un cap-
teur d’e−hyd, neutralisant ainsi leurs actions sur l’ADN. Les cellules hypoxiques, ou` l’eﬀet
de la radiothe´rapie est moins eﬃcace par manque d’oxyge`ne, se trouvent dans les zones
mal alimente´es en sang des tumeurs cance´reuses. Par contre, la contribution de l’e−hyd aux
dommages y devient plus importante. Il devient alors important de trouver un moyen
d’ampliﬁer l’eﬀet des dommages a` l’ADN par l’e−hyd dans ces cellules re´sistantes aux trai-
tements. Ainsi, l’utilisation du cisplatine, combine´e a` la radiothe´rapie, peut jouer le roˆle
de radiosensibilisateur.
En radiothe´rapie, les rayonnements ionisants utilise´s, telles que les rayons γ, ge´ne`rent
une grande quantite´ d’eﬀet indirect duˆ a` leur faible transfert d’e´nergie line´aire (TEL).
La grande majorite´ de ces eﬀets a pour re´sultat la production d’e´lectrons pre´hydrate´s
(faiblement pie´ge´s). Nguyen et al. (Nguyen et al., 2011) ont montre´ que ces derniers sont
responsables du rendement des CSB et CDB sur l’ADN, a` un taux deux fois plus grand
que ceux induits par •OH.
Dans les expe´riences pre´sente´es dans cette the`se, la faible concentration des e´chan-
tillons e´limine la contribution de la re´action des e´lectrons pre´hydrate´s dans le but d’e´tu-
dier l’eﬀet de l’e−hyd. Pour les rayons γ (TEL≤1 eV/nm), la valeur G des e−hyd est 10 fois
plus grande que pour l’4He (TEL≈100 eV/nm) a` 5 MeV (LaVerne, 2004). Malgre´ la faible
e´nergie de l’e−hyd, le puits de potentiel forme´ par les mole´cules d’eau l’entourant peut eˆtre
perturbe´ par la pre´sence de Pt et des groupements polaires (NH3) du cisplatine, rendant
ainsi l’e−hyd re´actif envers l’ADN.
La pre´sente the`se porte sur l’interaction de l’e−hyd avec des complexes oligonucle´otide-
cisplatine, soit un syste`me beaucoup plus simple que les plasmides surenroule´s dont la
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se´quence de nucle´otides n’est pas controˆle´e. Le choix des se´quences de nucle´otides permet
de choisir les diﬀe´rentes conﬁgurations de liaisons du cisplatine aﬁn de mieux e´tudier leur
impact sur les me´canismes en jeux dans l’eﬀet synergique entre l’agent de chimiothe´rapie
et la radiothe´rapie.
5.1 De´tachement de l’adduit du cisplatine
Le de´tachement de l’adduit du cisplatine (cisPt) est l’observation la plus frappante
due a` l’interaction entre l’e−hyd et le complexe oligonucle´otide-cisPt. Ce phe´nome`ne a e´te´
observe´ avec trois diﬀe´rentes techniques expe´rimentales et ce, dans diﬀe´rentes conditions
de concentration, de dose, de longueur et de se´quence d’oligonucle´otides.
Dans le premier article, l’e´tude de l’eﬀet des diﬀe´rents radicaux sur deux types d’oli-
gonucle´otides a e´te´ mene´e avec des mono- et di-adduit de cisplatine, tel que montre´ sur la
ﬁgure 12. La technique de gel d’e´lectrophore`se a permis de mettre en e´vidence, dans le cas
du mono-adduit TTTTTTTGTTT (ODN-TGT), la croissance d’un pic en fonction de la
dose pre`s de la bande parentale, ce qui est associe´ au de´tachement du cisplatine. Alors
que pour le di-adduit TTTGTGTTTTT (ODN-GTG), un pic supple´mentaire s’ajoute,
mettant en e´vidence le de´tachement d’un et de deux liens N7-Pt. Cet eﬀet n’est visible
qu’en isolant l’eﬀet des e−hyd dans le syste`me avec des capteurs approprie´s. L’eﬀet du
•OH a aussi e´te´ e´tudie´ et il a e´te´ montre´ qu’il produit des cassures de brin multiples a`
l’ADN avec et sans cisplatine, ce qui contraste avec l’eﬀet des e−hyd, ou` aucune cassure
de brins n’a e´te´ observe´e. De plus, l’interaction de l’e−hyd avec le di-adduit de cisplatine
est plus grande que pour le mono-adduit, ge´ne´rant 3 fois plus de de´tachement de cisPt
pour ODN-GTG-cisPt qu’avec ODN-TGT-cisPt (article 1). Le comportement line´aire du
de´tachement de deux liens de cisPt en fonction de la dose montre que ce phe´nome`ne se
produit en une e´tape, soit par un seul e´lectron. Ce re´sultat corrobore ceux de Kopyra et
al (Kopyra et al., 2009), dont l’expe´rience consistait a` irradier par un faisceau d’e´lectrons
monoe´nerge´tique du cisplatine en phase gazeuse. Ces derniers ont observe´ le de´tachement
des deux Cl du cisplatine par un seul e´lectron posse´dant une e´nergie proche de 0 eV.
La formation d’un anion transitoire est le me´canisme en jeux dans ce phe´nome`ne ;
i.e., le transfert d’e−hyd du syste`me aqueux vers une ou un me´lange d’orbitales libres du
complexe ODN-cisPt. Une fois l’anion transitoire [ODN-cisPt]− forme´, l’e´lectron addi-
tionnel pourra se stabiliser sur une base ou sur le cisplatine, s’il reste assez longtemps en
place pour provoquer la relaxation de la polarisation de l’environnement par la charge
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Figure 12 – Complexe ODN-TGT-cisPt et ODN-GTG-cisPt
supple´mentaire. Par contre, s’il occupe majoritairement une orbitale anti-liante, la mo-
le´cule pourra se dissocier avant qu’il soit possible pour l’e´lectron de se stabiliser sur la
mole´cule.
La ﬁgure 13 montre un exemple de ce dernier cas (i.e., le transfert dissociatif de
l’e´lectron (TDE)) avec des courbes de potentiel pour une mole´cule AB neutre, AB− et
un e´lectron en surplus. L’absorption de cet e´lectron dans une orbitale libre s’eﬀectue
dans la re´gion de Franck-Condon et la dissociation se produit seulement si cette orbitale
est occupe´e durant au moins la moitie´ du temps d’une vibration dans la direction de la
dissociation (10−14 s), pour que l’e´tirement de la liaison AB de´passe un seuil critique.
Par exemple, la diﬀe´rence de hauteur de barrie`re e´nerge´tique entre AB et AB− ne´ces-
saire pour briser la mole´cule est dicte´e par l’aﬃnite´ e´lectronique (AE) de B. Donc, plus
l’aﬃnite´ e´lectronique de la mole´cule est grande, plus la dissociation est favorable e´nerge´-
tiquement. Ceci se produit en abaissant l’e´nergie du seuil thermodynamique (ΔH), soit
l’e´nergie minimale ne´cessaire pour dissocier la liaison Pt-G : ΔH(B−)= D(A-B)-AE(B).
Le fragment ayant la plus grande aﬃnite´ e´lectronique est celui qui a la plus grande proba-
bilite´ de garder l’e´lectron en surplus, soit le cisplatine dans notre cas. Ceci a e´te´ conﬁrme´
par Kopyra et al., dont l’expe´rience du de´tachement des chlores du cisplatine en phase
gazeuse a montre´ par spectrome´trie de masse un plus grand rendement de fragments
cisPt− et de Cl−2 .
En phase gazeuse, le me´canisme de de´tachement via l’absorption d’un e´lectron en
surplus est le´ge`rement diﬀe´rent du cas du TDE en milieu aqueux. Comparativement a` la
phase gazeuse, le milieu polaire abaisse l’e´nergie de la courbe de potentiel de la mole´cule
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Figure 13 – E´nergie potentielle de mole´cule AB en fonction de la distance entre A et B
pour l’e´tat neutre (AB) et l’e´tat d’anion (AB−).
AB−, diminuant ainsi l’e´nergie de dissociation d’environ 1 eV. Cela a e´te´ observe´ en
mesurant l’e´nergie de re´sonance de l’attachement dissociatif des halopyrimidines et CCl4
en phase gazeuse et liquide, avec une diﬀe´rence de 1,0 a` 1,5 eV.
Malgre´ la faible e´nergie de l’e´lectron formant l’e−hyd, son transfert vers les orbitales de
l’ADN est possible via la de´formation de l’arrangement mole´culaire de l’eau l’entourant,
abaissant la barrie`re d’e´nergie du puits de potentiel dans lequel il est pie´ge´. Cet eﬀet
est d’autant plus possible lorsque l’e−hyd s’approche des groupements polaires NH3 du
cisplatine. Ainsi, la combinaison de la grande aﬃnite´ e´lectronique du cisplatine et de ses
e´le´ments polaires augmente la probabilite´ du phe´nome`ne d’attachement de l’e´lectron. De
plus, les calculs de Kopyra et al. montrent que les orbitales mole´culaires libres de plus
faible e´nergie du cisplatine sont anti-liantes et ce, dans toutes les directions de ses liaisons
(voir ﬁgure 14). Cette syme´trie spatiale explique pourquoi un seul e´lectron peut briser
deux liaisons Pt-guanine simultane´ment, tel qu’observe´.
5.2 Augmentation des dommages aux bases
Contrairement a` ce qui e´tait attendu, l’ajout du cisPt a` l’ADN n’a pas permis d’ob-
server de cassures de brin. La question qui se pose alors est : est-ce que d’autres types de
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Figure 14 – La plus basse orbitale mole´culaire non-occupe´e de cisplatine (Kopyra et al.,
2009). Figure reproduite avec la permission de John Wiley and Sons.
dommage a` l’ADN peuvent se produire lors du de´tachement ou suite au de´tachement du
cisPt. L’objectif du deuxie`me article a donc e´te´ de de´tecter et de quantiﬁer les dommages
aux bases de l’oligonucle´otide ODN-GTG, avec et sans cisPt, induits par l’e−hyd suite a`
l’irradiation aux rayons gamma. Il a e´te´ observe´ par HPLC qu’a` 1000 Gy, le de´tachement
du cisplatine ge´ne`re 50% de guanines endommage´es. Pour cette meˆme dose, environ 2,5
thymines par de´tachement de cisPt sont aussi endommage´es, ce qui n’e´tait pas attendu
e´tant donne´ que cette base n’est pas le site d’attachement de l’agent chimiothe´rapeutique.
L’augmentation des dommages aux thymines peut eˆtre due au transfert d’e´lectron
capture´ entre les thymines. Donc, l’e−hyd serait initialement capture´ par une thymine et
ensuite, deux voies seraient possibles : 1) le dommage a` la base ou 2) le transfert de cet
e´lectron d’une base a` une autre par activation thermique (”hopping”) (ﬁgure 15) vers le
cisPt. Une autre possibilite´ est que les dommages observe´s aux thymines et aux guanines
soient le re´sultat d’une interaction du cisPt, de´tache´ et re´actif, avec l’ADN.
5.3 Radiolyse pulse´e et la de´termination de la constante
de vitesse
Puisque la majorite´ des re´actions de nature radicalaire sont ge´ne´ralement tre`s rapides,
e´tudier la cine´tique des re´actions ne´cessite des e´quipements avec une tre`s haute re´solution
temporelle. Avec la technique de radiolyse pulse´e, l’e´chantillon est excite´ par un pulse
d’e´lectrons de haute e´nergie, typiquement 3-10 MeV, ge´ne´re´ par un acce´le´rateur line´aire
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Figure 15 – Transfert de l’e´lectron d’une base a` une autre vers le cisPt
(linac). La dure´e du pulse d’e´lectrons est de l’ordre de la picoseconde, permettant l’e´tude
de la cine´tique des processus impliquant la radiolyse de l’eau. Ce court pulse d’e´lectrons
est dirige´ vers le substrat a` e´tudier et un syste`me de de´tection optique (ex. absorption
optique par transmission) permet d’e´tudier le de´clin ou l’augmentation des diﬀe´rentes
espe`ces produites.
Le proble`me dans les e´tudes de cine´tique des re´actions est le changement des concen-
trations des re´actifs pendant la re´action. Par exemple, imaginons que nous avons une
re´action entre deux re´actifs :
A + B −→ produits (5.1)
r = k[A]n[B]m (5.2)
ou` r est la vitesse de re´action, k est la constante de vitesse de re´action, m et n sont
les ordres partiels de re´action puis [A] et [B] sont les concentrations de A et B. Il est
possible d’isoler l’eﬀet du changement de la concentration de A en approximant que
la concentration de B reste constante pour la dure´e de la re´action. Pour cela, il faut
que la concentration de B soit beaucoup plus grande que celle de A, permettant ainsi
de simpliﬁer l’e´quation de re´action en conside´rant une constante de vitesse de re´action
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pseudo-premier ordre qui comprend la concentration de B :
r = (k [B]m0 ) [A]














[A]t = [A]0 e
−kapp t (5.6)
Ainsi, si plusieurs expe´riences sont eﬀectue´es avec diﬀe´rentes concentrations de B, il est
alors possible d’extraire la constante de vitesse apparente (kapp) pour chaque concentra-
tion. Finalement le calcul de la pente du graphique de kapp en fonction de [B] donne
directement la constante de vitesse de second ordre (k). Dans la pre´sente e´tude, [A] cor-
respond a` la concentration des e−hyd, qui est induite par la radiolyse de l’eau cause´e par
le pulse d’e´lectrons.
Avec cette technique, il a e´te´ possible de mesurer la constante de vitesse de re´action
des e−hyd avec le cisplatine seul, le trinucle´otide GTG et le complexe GTG-cisPt, tel que
pre´sente´ dans le troisie`me article. Les e−hyd pre´sentent une bande d’absorption optique
maximale a` 720 nm dans l’eau pure (Mostafavi and Lampre, 2008). Le maximum de
bande d’absorption est de´cale´ a` plus haute longueur d’onde si la constante die´lectrique
du solvant diminue. Dans notre expe´rience, les mesures de de´clins des e−hyd ont e´te´ faites
a` 600 nm, duˆ a` la plus faible quantite´ de bruit et faible absorption des autres espe`ces a`
cette longueur d’onde. Les re´sultats montrent que la pre´sence du cisPt augmente de 3
fois la vitesse de re´action de l’e−hyd avec le complexe cisPt-GTG en comparaison avec le
GTG sans cisPt. Ceci est une de´monstration directe du pouvoir attractif du cisplatine
envers l’e−hyd duˆ a` sa grande aﬃnite´ e´lectronique.
Il a aussi e´te´ possible de mesurer la cine´tique de l’interaction entre l’e−hyd et le com-
plexe cisPt-GTG. Ces mesures ont e´te´ eﬀectue´es en observant l’ensemble de spectres
d’absorption transitoire de 300 a` 600 nm. La constante de vitesse de la formation de
PtI est corre´le´e a` celle du de´clin des e−hyd, montrant l’implication de ces derniers dans le
phe´nome`ne. Dans cette e´tude, les espe`ces re´duites pre´sentent un maximum d’absorption
a` 310 nm, soit a` celle rapporte´e pour PtI dans la litte´rature (Adams et al., 1968). Par
contre, la bande d’absorption a` 310 nm est e´largie par rapport a` celle de PtI hydrolyse´,
ce qui sugge`re que cette espe`ce est le radical d’anion de GTG-cisPt. Cependant, nous ne
pouvons pas aussi exclure la formation de PtI hydrolyse´ sans ligand GTG dans cette re´-
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gion spectrale. Cette mesure a e´te´ eﬀectue´e a` 14 Gy, indiquant que le TDE et la re´duction
de cisPt suivie par le de´tachement cisPt se produit aussi a` faible dose.
CONCLUSION ET PERSPECTIVES
Les bienfaits de la combinaison de la radiothe´rapie et de la chimiothe´rapie pour la
lutte contre plusieurs cancers sont aujourd’hui reconnus et utilise´s en traitement clinique.
Bien que les me´canismes de ces traitements individuels soient connus, leurs interactions
synergiques demeurent mal comprises. Dans le cadre de cette the`se, il a e´te´ de´montre´
pour la premie`re fois que l’irradiation d’un simple syste`me d’oligonucle´otides-cisplatine
en solution engendre, avec un haut taux de rendement, le de´tachement de l’agent chimio-
the´rapeutique via le phe´nome`ne de TDE par les e−hyd. Au cours de ce travail, ce phe´nome`ne
a e´te´ observe´ et e´tudie´ avec trois diﬀe´rentes techniques expe´rimentales.
La technique de gel e´lectrophore`se a permis de mesurer le de´tachement d’un et de deux
liens de l’adduit du cisplatine avec les guanines des oligonucle´otides (ODN-GTG et ODN-
TGT) apre`s avoir subi diﬀe´rentes doses d’irradiation de rayons gamma en pre´sence de
capteurs des •OH. Il a e´te´ de´montre´ qu’un seul e−hyd peut eˆtre responsable de la dissociation
comple`te de l’adduit du cisplatine de l’ADN. Ce phe´nome`ne implique ne´cessairement la
dissociation par TDE. Il a aussi e´te´ possible d’aﬃrmer qu’aucune cassure de brin d’ADN
n’est ge´ne´re´e par TDE.
La technique d’HPLC a permis non seulement de conﬁrmer le de´tachement de l’ad-
duit du cisplatine apre`s irradiation, mais aussi d’observer et de quantiﬁer les dommages
engendre´s aux bases d’ADN. Avec une dose de 1000 Gy par exemple, pour chaque cisPt
de´tache´, il y a 2,5 thymines et 1 guanine d’endommage´es de l’oligo (TTTTTGTGTTT).
Ces dommages aux bases, dus au de´part du cisPt, donnent des e´le´ments de compre´hension
de la synergie entre la radiothe´rapie et la chimiothe´rapie. Deux voies peuvent expliquer
les dommages aux bases : (1) une fois le cisPtI de´tache´, ce dernier demeure re´actif avec
l’ADN ; (2) les dommages aux thymines peuvent se produire pendant le transfert de base
a` base de l’e´lectron attache´ vers le cisPt.
La radiolyse pulse´e a permis d’e´tudier la cine´tique du phe´nome`ne d’interaction de
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l’e−hyd avec le complexe cisPt-GTG et de conﬁrmer le roˆle des e
−
hyd dans le processus. En
mesurant le de´clin de la population de ces e´lectrons en fonction du temps, il a e´te´ mis en
e´vidence que la grande aﬃnite´ e´lectronique de l’agent chimiothe´rapeutique attire les e−hyd
vers l’oligonucle´otide en solution suite a` son irradiation. Les constantes de vitesse extraites
de cette e´tude ont permis de constater que l’interaction entre l’ADN et les e−hyd est 3 fois
supe´rieure en pre´sence de l’adduit du cisplatine. La technique a aussi permis d’observer
directement l’accroissement du signal provenant de la formation de PtI permettant ainsi
de le corre´ler au de´clin des e−hyd.
Somme toute, cette the`se a permis de lever le voile sur une partie de la synergie
entre le traitement de la radiothe´rapie et de la chimiothe´rapie. Bien que la grande af-
ﬁnite´ e´lectronique du cisPt e´tait de´ja` suspecte´e dans le processus donnant lieu a` l’eﬀet
super additif, le phe´nome`ne de de´tachement du cisPt est un phe´nome`ne nouveau qui en-
gendre des dommages supple´mentaires aux bases. Les perspectives d’avenir de ce projet
seraient d’identiﬁer les types de dommages aux bases de l’oligonucle´otide. Il sera aussi
inte´ressant de poursuive la meˆme e´tude dans l’ADN double brin et comparer avec l’ADN
simple brin. De plus, on peut de´terminer l’eﬀet de la longueur de l’oligonucle´otide sur la
radiosensibilisation par le cisplatine.
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